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1. Einleitung  
1.1  Die Pflanzenkrankheit Kohlhernie  Tumorartig veränderte Wurzeln (Kohlherniegallen, vgl. Abbildung 1-1), vergilbte und verwelkte Blätter sowie Kümmerwuchs sind die typischen Symptome der Pflanzenkrankheit Kohlhernie (engl. clubroot disease). Infizierte Pflanzen weisen einen geringen Ertrag, schlechtere Qualität und Lagerfähigkeit auf (Dixon 2009). Die Kohlhernie ist weltweit überall dort, wo Brassica-Pflanzen angebaut werden, verbreitet (Dixon 2009). Schätzungsweise 10 % der gesamten Anbauflächen für 
Brassica oleracea sind in Nordwesteuropa, Nordamerika, Japan und Neuseeland mit dem Krankheitserreger infiziert. Auf solchen infizierten Flächen können bis zu 100 % Ernteausfälle eintreten (Voorrips 1995). Die Pflanzenkrankheit Kohlhernie ist damit eine der häufigsten Krankheiten bei Brassicaceen. Davon betroffen sind wirtschaftlich bedeutende Kulturgemüse wie z. B. Chinakohl, Blumenkohl, Raps,  Kohlrabi, Rettich und Senf.  Bis heute gibt es keine effektiven Möglichkeiten, die Pflanzenkrankheit zu bekämpfen. Das Hauptproblem stellt dabei die Langlebigkeit der Dauersporen in infizierten Böden dar, da diese bei einer Halbwertszeit von 3,6 Jahren (Wallenhammar 1996) bis zu 15 Jahre im Boden überleben können.  
 
Abbildung 1-1: Kohlherniegallen an Wurzeln von Blumenkohl (A) und Gewöhnlichem Kohl (B) Abbildung: Woronin 1878 
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1.1.1  Plasmodiophora brassicae – Der Erreger der Kohlhernie  
„Ich, meinerseits, unternahm die Erforschung der Kohlpflanzenhernie ganz zufällig […]. Ich unternahm diese Arbeit im Jahre 
1873 und habe meine Untersuchungen erst im Herbste vorigen Jahres (1876) vollendet; die Abhandlung, die ich hier vorlege, ist 
also das Resultat einer dreijährigen Arbeit. Es gelang mir, die wesentliche Ursache der Krankheit zu entdecken; ich fand nämlich 
einen neuen Organismus auf, den ich Plasmodiophora Brassicae nenne; untersuchte so ausführlich, wie möglich, seine ganze 
Entwicklungsgeschichte und überzeugte mich durch Kulturexperimente, dass dieser Organismus der einzige Urheber der 
Kohlpflanzenhernie sei.“ Michail Woronin (1878): Plasmodiophora Brassicae, Urheber der Kohlpflanzen-Hernie. Jahrbücher für wissenschaftliche  Botanik, Bd. XI, S. 548  Obwohl die für diese Krankheit typischen Wurzelgallen bereits im 13. Jahrhundert beschrieben wurden, konnte erst Michail Woronin (1878) Plasmodiophora 
brassicae als Krankheitserreger identifizieren. Die systematische Einordnung von P. brassicae hat sich in der Vergangenheit immer wieder verändert. Woronin selbst klassifizierte diesen Krankheitserreger als einen echten Protisten mit naher Verwandtschaft zu den Myxomyceten (Woronin 1878). In der Systematik nach Strasburger (1962, 28. Auflage) wird das Pathogen zu den Echten Pilzen (Eumycophytina) gezählt; eine spätere Systematik nach Strasburger (1991, 31. Auflage) ordnet die Abteilung Plasmodiophoromycota den Schleimpilzen zu. Verschiedene molekulare phylogenetische Analysen der vergangenen Jahre sprechen hingegen für eine Zuordnung von P. brassicae zu den Protisten (Archibald & Keeling 2004; Cavalier-Smith 1998; Cavalier-Smith & Chao 2003; Hausmann et al. 2003).    
1.1.2  Plasmodiophora brassicae – Der Lebenszyklus  Als obligat biotrophes Pflanzenpathogen kann P. brassicae nicht außerhalb einer Wirtspflanze überleben. Die einzige frei im Boden vorkommende Form ist die Dauerspore (vgl. Abbildung 1-2B-C), welche durch eine dicke, stachelige, fünfschichtige Wand umschlossen ist (Buczacki & Moxham 1983). 
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Der Lebenszyklus von P. brassicae innerhalb der Wirtspflanze gliedert sich in zwei Phasen, wobei zwischen der Primärinfektion, welche auf die Wurzelhaare beschränkt ist, und der Sekundärinfektion, welche sich in der Wurzelrinde sowie dem Hypocotyl ereignet, unterschieden wird.  Eine der umfassendsten und allgemein anerkannten Beschreibung des Lebenszyklus geben Ingram & Tommerup (1972). Aus den haploiden Dauersporen schlüpfen durch eine Pore in der Sporenwand zweigeißelige primäre Zoosporen (vgl. Abbildung 1-2A). In Anwesenheit einer Wirtspflanze keimen die Dauersporen verstärkt aus (Macfarlane 1970; Williams et al. 1971). Die primären Zoosporen lagern sich an ein Wurzelhaar an, encystieren sich und bilden ein Adhäsorium aus. Mit Hilfe eines Stachels penetrieren sie die pflanzliche Zellwand und injizieren den Protoplasten der Zoospore in die Wirtszelle (Aist & Williams 1971; Ayers 1944). Als Folge bildet sich an der Penetrationsstelle eine Papille aus, die weniger als Abwehrreaktion der Pflanze, sondern als Wundheilungsprozess interpretiert wird (Aist & Williams 1971). Infolge mehrerer mitotischer Kernteilungen entstehen vielkernige primäre Plasmodien, aus denen sich Zoosporangien bilden (vgl. Abbildung 1-2D). Durch eine Pore in der Membran der Zoosporangien gelangen vier bis 16 einkernige, begeißelte sekundäre Zoosporen in den Boden (Ayers 1944; Ingram & Tommerup 1972). Diese können entweder erneut Wurzelhaare infizieren, oder in die Wurzelrinde eindringen und die Sekundärinfektion auslösen. Wie genau die sekundären Zoosporen in die Rindenzellen der Wurzel eindringen und wie sich die mittlerweile zweikernigen Plasmodien (Myxamöben) innerhalb der Wurzelrinde ausbreiten, ist noch unklar. Mehrfach wurden frei bewegliche Myxamöben beobachtet, die sich aktiv zwischen den Zellen bewegen können (zusammengefasst in Ingram & Tommerup 1972). In diesem Zusammenhang wurden Zellwandbrüche (Mithen & Magrath 1992) bzw. Zellwandlöcher (Kobelt 2000) beschrieben. Denkbar wäre aber auch eine passive Verbreitung durch synchrone Teilung mit den Wirtszellen (Mühlenberg et al. 2002). In den zweikernigen Plasmodien erfolgen mehrere synchrone mitotische Teilungen. Nach Karyogamie und Meiose bilden sich in den Plasmodien die Dauersporen (vgl. Abbildung 1-2E-F). Aus diesen Dauersporen können entweder noch direkt in der 
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Pflanze Zoosporen schlüpfen und eine erneute Sekundärinfektion auslösen, oder die Dauersporen gelangen durch das Zersetzen der Wurzel in den Boden.  
 
Abbildung 1-2: Verschiedene Stadien von P. brassicae A: Auskeimen einer Dauerspore zu einer primären Zoospore, Abbildung: Woronin 1878 B-C: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Dauersporen, Abbildung: Moxham et al. 1983 D: Infizierte Wurzelhaare von Kohl, Abbildung: Woronin 1878 E-F: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Sporangien, in denen Dauersporen gebildet werden (E), sowie reife Dauersporen, die sich im Wirtsgewebe verteilen (F), Abbildung: Ludwig-Müller et al. 1999   
1.1.3  Physiologische Veränderungen während der Infektion mit 
Plasmodiophora brassicae  Durch die Besiedelung der Wirtswurzel durch P. brassicae kommt es zu drastischen morphologischen und physiologischen Veränderungen. Während der Primärinfektion sind zunächst nur geringe morphologische Veränderungen sichtbar. Infizierte Wurzelhaare schwellen keulenförmig an und sind z.T. vollständig mit Plasmodien gefüllt (Ingram & Tommerup 1972; Woronin 1878). Die für diese Krankheit charakteristische Gallbildung wird durch verstärkte Zellstreckung und Zellteilung während der Sekundärinfektion hervorgerufen (Ingram & Tommerup 1972). Bedingt durch die zahlreichen, stark hypertrophierten, mit Dauersporen gefüllten Zellen wird die ursprüngliche 
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Struktur der Wurzelrinde in der Spätphase der Infektion vollständig zerstört, wodurch Nährstoff- und Wassertransport gestört sind.  Dieser morphologische Wandel wird von zahlreichen physiologischen Veränderungen begleitet. Vor allem Phytohormone wie Auxine und Cytokinine, die Zellstreckung und Zellteilung steuern, spielen dabei eine wesentliche Rolle (Ludwig-Müller 2000; Ludwig-Müller et al. 2009). Zusätzlich kommt den Cytokininen eine weitere wichtige Bedeutung zu. Während der Kolonisierung ist das Pathogen auf die Nährstoffe der Pflanze angewiesen. Um die eigene Versorgung vor allem mit Kohlenhydraten und Lipiden zu sichern, wird in der Galle ein metabolischer Sink generiert, was auf einen erhöhten Gehalt an Cytokininen zurückzuführen ist (Ludwig-Müller et al. 2009). Vor allem Trehalose (Brodmann et al. 2002) sowie lösliche Zucker und Stärke (Brodmann et al. 2002; Mithen & Magrath 1992) akkumulieren in Gallen und infiziertem Gewebe von 
Arabidopsis thaliana. Darüber hinaus zeigen Rasterelektronenmikroskopische Bilder der einzelnen Stadien von P. brassicae eine Vielzahl von Speicherstoffen in Form von Stärke und Lipiden (Ikegami et al. 1982; Williams & Mc Nabola 1967). Die Funktion der „Stress- und Abwehrhormone“ Salicylsäure, Jasmonsäure und Ethylen während der Plasmodiophora-Infektion ist noch wenig untersucht. In den Blättern infizierter Pflanzen sowie in infizierten Wurzeln von Brassica rapa (Ludwig-Müller et al. 1995) und A. thaliana (Ludwig-Müller & Mithöfer, persönliche Mitteilung) konnten erhöhte Mengen an Salicylsäure nachgewiesen werden. Eine erhöhte endogene Jasmonsäure-Konzentration wurde in den Blättern sowie den Wurzeln infizierter Brassica campestris-Pflanzen gezeigt (Grsic et al. 1999; Ludwig-Müller 2009). In infizierten Wurzeln von A. thaliana wurden verringerte Mengen von ACC (1-Aminocyclopropan-1-carbonsäure) nachgewiesen (Knaust & Ludwig-Müller 2012). Da die Expression der ACC-Oxidase ACO2 in infizierten Wurzeln induziert ist, ist nicht klar, ob der verringerte Gehalt an ACC tatsächlich auf einen verringerten oder erhöhten Ethylen-Level hinweist (Knaust & Ludwig-Müller 2012). Während über die physiologischen Veränderungen, die zur Bildung der Wurzelgallen sowie der Umverteilung der Nährstoffe führen, viele Daten 
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vorhanden sind, ist über die molekularen Vorgänge in der Frühphase der Infektion wenig bekannt.  Proteomanalysen wurden an Brassica napus Wurzeln zwölf, 24 und 72 Stunden nach Inokulation (Cao et al. 2007) sowie an A. thaliana-Wurzeln vier Tage nach Inokulation (Devos et al. 2006) im Vergleich zu nicht inokulierten Wurzeln durchgeführt. Dabei wurden in infizierten Wurzeln Veränderungen in der Häufigkeit von Proteinen festgestellt, die Funktionen im Metabolismus (Cao et al. 2007; Devos et al. 2006), bei Zellabwehrreaktionen (Devos et al. 2006), der Calciumhomöostase oder der Detoxifikation von reaktivem Sauerstoff (ROS-Reactive oxygen species) (Cao et al. 2007) haben. Transkriptomanalysen wurden an infizierten A. thaliana-Wurzeln vier, sieben und zehn Tage nach Inokulation (Agarwal et al. 2011) bzw. zehn und 23 Tage nach Inokulation (Siemens et al. 2006) im Vergleich zu nicht inokulierten Wurzeln durchgeführt. Dabei zeigt sich, dass vor allem vier Tage nach Inokulation Gene induziert sind, die bei der Pathogenperzeption und Signaltransduktion resistenter Wirt-Pathogen-Interaktionen eine Rolle spielen (Agarwal et al. 2011). Darüber hinaus ist die Expression vieler Gene, die bei Resistenzreaktionen eine Rolle spielen, durch die Pathogeninfektion zehn bzw. 23 Tage nach Inokulation reprimiert (Siemens et al. 2006). Die Repression der Expression von Genen, die in Abwehrreaktionen involviert sind, ist eine mögliche Erklärung für die Fähigkeit von P. brassicae, lange Zeit intrazellulär in den Wirtszellen zu überleben (Siemens et al. 2006).  Die Daten der Transkriptionsanalysen von Siemens et al. (2006), zeigen unter anderem, dass ein Großteil der Gene aus der Familie der Lipid-Transfer-Proteine infolge der P. brassicae-Infektion stark reguliert ist. Die fast alle Mitglieder dieser Genfamilie betreffende Regulation der Genexpression legt eine Funktion dieser Proteine während der Ausbildung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie nahe.     
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1.2  Lipid-Transfer-Proteine  Die Gruppe der Lipide, deren gemeinsames Merkmal die schlechte Löslichkeit in Wasser ist, erfüllt in Pflanzen vielfältige Funktionen: Neben der Speicherung von Energie in Form von Fetten und Ölen sind sie vor allem für die Bildung von strukturgebenden Membranen, der Bildung der Cuticula und eingelagerter Wachse sowie als Signalmolekül bei vielen physiologischen Vorgängen von Bedeutung. Dem Transport der Lipide zwischen den einzelnen Zellkompartimenten kommt wegen der schlechten Löslichkeit in Wasser eine wesentliche Bedeutung zu.  Lipid-Transfer-Proteine (LTP) werden durch ihre Fähigkeit, Phospholipide in vitro zwischen Membranen zu transportieren, definiert (Kader 1996). Daher könnten sie, zumindest theoretisch, in den Transport von Lipiden involviert sein.   
1.2.1  Klassifizierung und strukturelle Merkmale 
 Pflanzliche Lipid-Transfer-Proteine werden von Multigenfamilien kodiert (Arondel et al. 2000; Boutrot et al. 2008; Boutrot et al. 2007; Douliez et al. 2000; Kader 1996; Vignols et al. 1997), wobei nur für wenige Vertreter verschiedener Arten die in vitro Lipid-Transfer-Aktivität nachgewiesen wurde. Die LTP-Genfamilie in Oryza 
sativa umfasst 52 Gene (Boutrot et al. 2008), in Triticum aestivum 156 Gene (Boutrot et al. 2008) und in A. thaliana ~ 100 Gene (TAIR; Stand: Juni 2012).          In A. thaliana werden nach Arondel et al. (2000) die Gene mit LTP1 bis LTP15        bzw. als „Bifunctional inhibitor/lipid-transfer-protein/seed storage 2S albumin superfamily protein“ (TAIR; Stand: Juni 2012) bezeichnet. Aufgrund der Komplexität der Genfamilien ist eine systematische Gruppierung bzw. Klassifizierung schwierig und wird, wie im Folgenden dargestellt, von unterschiedlichen Autoren anhand verschiedener Kriterien auch unterschiedlich vorgenommen. Basierend auf in vitro-Aktivitäten können Lipid-Transfer-Proteine in zwei Gruppen eingeteilt werden (Yamada 1992). Die sauren „spezifischen“ Lipid-Transfer-Proteine (spLTP) sind 20 bis 30 kDa groß und zeichnen sich durch ihre Spezifität 
 Einleitung 
8  
für nur eine oder zwei Klassen von Phospholipiden aus (Yamada 1992). Ein Beispiel dafür ist ein von Tanaka & Yamada (1979) aus Ricinus communis gereinigtes Phospholipid-Austausch-Protein, welches ausschließlich Phosphatidyl-cholin zwischen Modellmembranen transportiert. Im Gegensatz dazu sind die basischen „nicht spezifischen“ Lipid-Transfer-Proteine (nsLTP) nur 9 bis 15 kDa groß und weisen ein breiteres Substratspektrum auf, welches verschiedene Phospholipide aber auch Glycerolipide einschließt (Yamada 1992). Watanabe & Yamada (1986) konnten nachweisen, dass ein nsLTP aus Rizinus sowohl Phosphatidylcholin, Phosphatidylinositol, Phosphatidyl-ethanolamin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidsäure, Monogalactosyldiacyl-glycerol und Digalactosyldiacylglycerol, nicht aber Acylglycerol und Triacylglycerol zwischen Modellmembranen transportiert. Unabhängig von der Proteinfunktion werden die meisten LTP-Gene hauptsächlich aufgrund von Sequenzhomologien der LTP-Multigenfamilie zugeordnet (Boutrot et al. 2008); dabei können die Mitglieder dieser Genfamilie auf verschiedene Weise gruppiert werden.  In Abhängigkeit von Aminosäuresequenz, molarer Masse sowie biochemischer Eigenschaften der einzelnen Proteine kann zwischen Typ I (9 kDa) und Typ II         (7 kDa) unterschieden werden (Douliez et al. 2000). Charakteristisch für LTP Typ I ist ein langer, hydrophober Tunnel, der durch vier alpha-Helices, die durch vier Disulfidbrücken verbunden sind, gebildet wird. Dieser stellt eine potentielle Bindestelle für hydrophobe oder amphiphile Liganden dar (Douliez et al. 2000). Im Gegensatz dazu zeichnen sich LTP des Typs II durch zwei hydrophobe Hohlräume aus, die ebenfalls durch über Disulfidbrücken verbundene alpha-Helices gebildet werden (Hoh et al. 2005). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal der beiden LTP-Typen sind die Cysteinpaarungen, welche die Disulfidbrücken bilden (vgl. Abbildung 1-3). Während beim Typ I-LTP die Cysteine 1–6, 2–3, 4–7 und 5–8 Disulfidbrücken bilden (Carvalho & Gomes 2007; Pasquato et al. 2006; Yeats & Rose 2008), sind es beim Typ II-LTP die Cysteine 1–5, 2–3, 4–7 und 6–8 (Carvalho & Gomes 2007; Hoh et al. 2005; Yeats & Rose 2008). Das Muster der Disulfidbrücken bewirkt vermutlich in nsLTP vom Typ I eine etwas geringere Proteinflexibilität, wodurch diese nur lineare Lipid-Moleküle, nicht aber Sterol 
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binden können. Im Gegensatz dazu lässt die Konformation von nsLTP Typ II sowohl eine Bindung von Sterol als auch von linearen Lipidmolekülen zu (Cheng et al. 2004).  
 
Abbildung 1-3: Sequenzsignatur für Lipid-Transfer-Proteine Typ I (A) und Typ II (B) Die Sequenzsignaturen zeigen die konservierten Bereiche der beiden LTP-Typen. Grundlage für das Sequenzalignment bilden die LTP-Sequenzen aus A. thaliana, O. sativa und Populus.  Beispielhaft für LTP1 aus O. sativa sind die Cysteinpaare, die die jeweiligen Disulfidbrücken (blau) bilden, oberhalb, sowie die alpha-Helices (H1-H4) unterhalb der Sequenzsignatur dargestellt. Abbildung: Yeats & Rose 2008  Basierend auf DNA-Sequenzvergleichen und durch Vergleiche mit den Gensequenzen von biochemisch charakterisierten Proteinen werden in der „Conserved Domain Database“ (CDD, Marchler-Bauer et al. (2009)) des „National Center for Biotechnology Information“ (NCBI) Lipid-Transfer-Protein-Gene in der „Alpha-Amylase Inhibitor (AAI), Lipid Transfer (LT) and Seed Storage (SS) Protein family“ (cl0789) zusammengefasst. Diese beinhaltet unter anderem die zwei o. g. Subfamilien „Non-specific lipid-transfer protein type 1“ (nsLTP1, cd01960) sowie „Non-specific lipid-transfer protein type 2“ (nsLTP2, cd01959) und die Gruppe „Non-specific lipid-transfer protein like“ (ns-LTP-like, cd04660). Im Gegensatz zu den ersten beiden LTP-Gruppen umfasst die Gruppe der „ns-LTP-like“-Genfamilie überwiegend nicht charakterisierte Gene. Basierend auf Sequenzvergleichen und phylogenetischen Untersuchungen können LTP-Gene in neun verschiedene Claden (Typ I bis IX) eingeteilt werden                
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(vgl. Abbildung 1-4). Grundlage dieser Gruppierung sind LTP-Gensequenzen aus   
A. thaliana, O. sativa und T. aestivum (Boutrot et al. 2008).   
 
Abbildung 1-4: Vielfalt des Acht-Cystein-Motivs (8CM) in „nicht spezifischen“ Lipid-Transfer-Proteinen 
aus A. thaliana, O. sativa und T. aestivum Die dargestellten Konsensussequenzen der einzelnen nsLTP-Typen resultieren aus der Sequenzanalyse von 52 nsLTP-Genen  aus O. sativa, 49 nsLTP-Genen aus A. thaliana und 156 nsLTP-Gensequenzen aus T. aestivum.  Die Anzahl der Aminosäuren, die eine direkte Zuordnung zu den nsLTP-Typen erlaubt, sind grau unterlegt. Abbildung: Boutrot et al. 2008  Unabhängig von der Gruppierung teilen alle LTP-Gene die im Folgenden beschriebenen Sequenzmerkmale: Alle pflanzlichen Lipid-Transfer-Proteine sind klein (6,5 – 10,5 kDa) und haben einen basischen Charakter mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 8,5 und 12 (Boutrot et al. 2008). Alle Mitglieder dieser Genfamilie tragen ein N-terminales Signalpeptid, wodurch sie vermutlich in den sekretorischen Stoffwechselweg eintreten (Boutrot et al.; Douliez et al. 2000; 2008; Kader 1996; Yamada 1992). Besonderes und zugleich wichtigstes Merkmal ist der Besitz von acht Cysteinen an konservierten Positionen, die die Bildung von vier Disulfidbrücken ermöglichen (Arondel et al. 2000; Boutrot et al. 2008; Douliez et al. 2000; Kader 1996; Yamada 1992). Das Acht-Cystein-Motiv (8CM, vgl. Abbildung 1-4) beschreibt eine Tertiärstruktur von konservierten alpha-Helices, die durch variable Schleifen miteinander verbunden sind, wobei durch die Bildung von vier Disulfidbrücken, nach einem spezifischen Muster, die Tertiärstruktur der Proteine bestimmt wird (José-Estanyol et al. 2004). 
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Das Acht-Cystein-Motiv ist jedoch nicht ausschließlich in Lipid-Transfer-Proteinen zu finden, da 2S-Albumine, Amylase-Inhibitoren sowie Hybrid-Prolin-reiche-Proteine (HyPRP) dieses Motiv ebenfalls aufweisen (José-Estanyol et al. 2004).    
1.2.2  Funktionen von Lipid-Transfer-Proteinen in Pflanzen  Obwohl der Name Lipid-Transfer-Protein eine Funktion bei dem Transfer von Lipiden suggeriert, so bleibt die genaue biologische Funktion dieser großen Gruppe von Proteinen bis heute unklar. Zahlreiche Einzelstudien, auf die im Folgenden zusammenfassend eingegangen wird, lassen vermuten, dass die verschiedenen Lipid-Transfer-Proteine unterschiedliche Aufgaben innerhalb der Pflanzen erfüllen, wobei diese Funktionen durchaus im Einklang mit der Fähigkeit, Lipide zu binden, stehen. Diskutiert werden dabei vor allem Aufgaben bei der Pathogenabwehr, der Anpassung an abiotische Stressfaktoren sowie der Bildung von Cuticula und Wachsen.   
1.2.2.1  Lipid-Transfer-Proteine in der pflanzlichen Abwehr  Mehrere Indizien sprechen dafür, dass Lipid-Transfer-Proteine in pflanzliche Abwehrmechanismen involviert sind. Hinweise dafür finden sich in der Regulation der LTP-Genexpression infolge einer Infektion mit verschiedenen Pflanzenpathogenen. Für zahlreiche LTP-Gene verschiedener Pflanzenarten ist bekannt, dass deren Expression durch die Infektion mit Pflanzenpathogenen induziert ist (vgl. Tabelle 1-1), hingegen weniger Studien über eine Repression der LTP-Genexpression infolge einer Pathogeninfektion vorliegen (vgl. Tabelle 1-1). Ferner gibt es mehrere Berichte, dass die Expression eines LTP-Genes in planta zu einer erhöhten Resistenz gegenüber Pflanzenpathogenen führt (vgl. Tabelle 1-2). Welche Mechanismen zu dieser Resistenz führen, ist spekulativ.  
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Wahrscheinlich ist, dass einige Lipid-Transfer-Proteine aufgrund ihrer anti-mikrobiellen Eigenschaften der Pathogeninfektion direkt entgegenwirken. Diese antimikrobielle Aktivität konnte in vitro für zahlreiche Lipid-Transfer-Proteine verschiedener Pflanzenarten nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 1-3). In den meisten Fällen weisen Lipid-Transfer-Proteine ein eher breites Aktivitätsspektrum gegen mehr als ein Pathogen auf (vgl. Tabelle 1-3), sind aber nie universell gegen alle Pathogene wirksam. Sun et al. (2008) untersuchten acht verschiedene nsLTP aus Weizen hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitäten und zeigten, dass die untersuchten Proteine gegen viele verschiedene Pathogene, darunter Verticillium 
dahliae, Fusarium graminearum, Botrytis cinerea und Puccinia graminis, wirken. Die beschriebene Fungitoxizität wurde auf eine Permeabilisierung der Pathogen-membranen zurückgeführt, wobei die Fähigkeit, Membranen zu permeabilisieren, nicht mit der Fähigkeit, Lipide zu binden, korreliert (Sun et al. 2008).  Ace-AMP1 ist ein nsLTP aus Allium cepa und weist trotz der Unfähigkeit, Phospholipide zu binden (Cammue et al. 1995; Tassin et al. 1998), eine starke antimikrobielle Aktivität in vitro (Cammue et al. 1995) und in planta (Roy-Barman et al. 2006; Patkar & Chattoo 2006) auf. Für das Lipid-Transfer-Protein Ha-AP10 aus Helianthus annuus ist bekannt, dass die antimikrobielle Wirkung gegen 
Fusarium solani auf eine Permeabilisierung der Zellmembran des Pathogens zurückzuführen ist. Die Integrität der pflanzlichen Zellmembran wird dabei nicht beeinflusst (Regente et al. 2005). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Protein Ha-AP10 Membranen, die aus dem anionischen Phosphatidylglycerol bestehen, permeabilisieren kann, nicht aber solche, die aus dem zwitterionischen Phosphatidylcholin bestehen. Die vorliegenden Erkenntnisse legen die Annahme nahe, dass die Spezifität des Lipid-Transfer-Proteins von der Zusammensetzung der Zielmembranen abhängt (Regente et al. 2005). Die in vitro nachgewiesene antimikrobielle Aktivität ist offensichtlich auch von der Ionenzusammensetzung des Nährmediums abhängig. Sowohl Ace-AMP1 aus          
A. cepa (Cammue et al. 1995) als auch ein nsLTP aus Raphanus sativus (Terras et al. 1992) weisen in Anwesenheit von Calciumchlorid und Kaliumchlorid, nsLTP aus Weizen (Sun et al. 2008), LTP110 aus Reis (Ge et al. 2003), sowie Ha-AP10 
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(Regente et al. 2005) in Anwesenheit von Calciumchlorid eine geringere antimikrobielle Aktivität auf.  Bislang gibt es keine Hinweise darauf, dass pflanzliche LTP toxisch für tierische Zellen sind (Cammue et al. 1995; Ge et al. 2003). Neben der beschriebenen toxischen Aktivität wird auch eine Beteiligung von Lipid-Transfer-Proteinen an Signaltransduktionswegen, die zur Bildung von Abwehrreaktionen gegenüber Pathogenen führen, diskutiert. Gestützt wird diese These durch die Erkenntnis, dass ein LTP (Typ I) aus T. aestivum (Buhot et al. 2001) sowie LTP1 aus Nicotiana tabacum (Buhot et al. 2004) an einen Elicitin-Rezeptor in der Plasmamembran von Tabakzellen bindet. Durch die LTP-Rezeptorbindung konnte allerdings keine für Elicitine übliche Zellantwort (Buhot et al. 2001) bzw. keine deutliche Resistenz gegenüber Phytophtora parasitica (Buhot et al. 2004) ausgelöst werden. Für das Tabak-LTP1 konnte gezeigt werden, dass es verschiedene Fettsäuren (u.a. Linolensäure, Ölsäure) sowie Jasmonsäure bindet, dass der LTP1-Jasmonsäurekomplex an den Elicitin-Rezeptor bindet und es eine „Langstreckenresistenz“ gegenüber P. parasitica vermittelt (Buhot et al. 2004). Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die Bindung des LTP-Jasmonsäurekomplexes an den Rezeptor der initiale Schritt für die Generierung eines mobilen Signales ist, oder dass der LTP-Jasmonsäurekomplex selber ein mobiles Signal darstellt, welches Abwehrmechanismen in der Pflanze induziert (Buhot et al. 2004). Weitere Hinweise für die Partizipation von Lipid-Transfer-Proteinen an Signaltransduktionswegen innerhalb pflanzlicher Abwehrreaktionen ergeben sich aus den Erkenntnissen zur Funktion von DIR-1, einem Lipid-Transfer-Protein aus 
A. thaliana (Maldonado et al. 2002). Die A. thaliana-Mutante dir1-1 (Defective in 
induced resistance 1-1) weist eine im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen normale Resistenz gegenüber Pseudomonas syringae auf, kann aber keine systemische Resistenz (SAR = systemic acquired resistance) entwickeln, was vermutlich auf die Unfähigkeit, ein mobiles Signal zu bilden oder zu übertragen, zurückzuführen ist. Die Analysen der dir1-1-Mutante legen die Vermutung nahe, dass DIR1 mit einem lipidartigen Molekül interagiert und so ein „Langstreckensignal“ vermittelt (Maldonado et al. 2002). Diese Hypothese stimmt mit den Erkenntnissen zu 
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einigen tierischen Lipid-Transfer-Proteinen überein, die als Lipid-Sensor fungieren, oder in Phospholipase C vermittelte Signaltransduktion involviert sind (Wirtz 1997). Zudem ist bekannt, dass durch Pathogeninfektion Lipide wie Oxilipine (z.B. Jasmonsäure) und N-acylethanolamine synthetisiert oder aus Membranen freigesetzt werden, die dann als „second messenger“ fungieren (Chapman 2000; Wasternack 1997). Untersuchungen zeigten, dass DIR1 zwei monoacylierte Phospholipidmoleküle binden kann (Lascombe et al. 2008) und es zwei prolinreiche SH3-Domänen enthält, welche häufig in Protein-Protein-Interaktionen involviert sind und daher möglicherweise mit einem putativen SAR-Rezeptor interagieren können (Lascombe et al. 2008).  Weitere Eigenschaften, die die Vermutung nahelegen, dass Lipid-Transfer-Proteine in Signaltransduktionswege eingebunden sind, ist erstens die Bindung von Calmodulin und zweitens deren Phosphorylierung in vitro. Pflanzen reagieren auf eine Vielzahl von abiotischen oder biotischen Faktoren mit einem kurzen Anstieg der cytosolischen Calciumionen-Konzentration. Dieser transiente Konzentrationsanstieg wird über Calciumsensoren bzw. Calciumbindeproteine perzipiert, wozu unter anderem Calmodulin (CaM) und calciumabhängige Proteinkinasen gehören (Yang & Poovaiah 2003). Als Calmodulin-Bindeproteine konnten unter anderem LTP1 aus A. thaliana (Wang et al. 2005), BcLTP aus 
Brassica chinensis (Wang et al. 2008), CaMBP-10 aus B. chinensis (Liu et al. 2001) und Zm-LTP aus Zea mays (Li et al. 2008) identifiziert werden.  Die Phosphorylierung von Lipid-Transfer-Proteinen durch calciumabhängige Proteinkinasen konnte unter anderem für Ha-AP10 aus H. annuus (Martin et al. 2007), LTP1 aus Hordeum vulgare (Neumann et al. 1993), WBP1A, WBP1B, WBP2 und WBP3 (Wheat Basic Protein, putative phospholipid transfer-protein) aus          
T. aestivum (Neumann et al. 1994), Pet1, Pet2, Pet4 und Pet5 aus Petunia hybrida (Neumanna et al. 1995) sowie CaMBP-10 aus B. campestris (Li et al. 2011) gezeigt werden.     
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Tabelle 1-1: Beispiele für die Regulation der LTP-Genexpression nach Infektion mit einem 
Pflanzenpathogen oder einem Symbionten Gezeigt sind die Pflanzenarten sowie der Krankheitserreger, der die Genexpression der angegebenen LTP-Gene induziert oder reprimiert. 
Pflanzenart Infektion mit Induzierte Gene Referenz 
Hordeum 
vulgare 
Erysiphe graminis LTP2, LTP3, LTP4 
Molina & Garcia-Olmedo 1993 
Oryza sativa Magnaporthe grisea 
LTP1 
LTPC1 












LTP1, LTP3, LTP4, 
AT1G62510, 
AT4G33550 
Siemens et al. 2006 
Helianthus 
annuus 
Alternaria alternata Ha-AP10 Gonorazky et al. 2005 
A. thaliana Cauliflower Mosaic Virus LTP1 Sohal et al. 1999 





MtN5 Pii et al. 2009 







Pflanzenart Infektion mit Reprimierte Gene Referenz 






Siemens et al. 2006 








Tabelle 1-2: Beispiele für transgene Pflanzen, die durch Expression eines LTP-Gens eine erhöhte 





Erzeugte Resistenz Referenz 
Ace-AMP1 (Allium cepa) Triticum aestivum Botrytis graminis  Roy-Barman et al. 2006 
Ace-AMP1 (Allium cepa) Oryza sativa Magnaporthe grisea Rhizoctonia solani 
Xanthomonas oryzae 
Patkar & Chattoo 2006 
Ace-AMP1 (Allium cepa) Pelargonium sp. Botrytis cinerea Bi et al. 1999 
Ace-AMP1 (Allium cepa) Rosa hybrida Sphaerotheca pannosa Li et al. 2003 
CALTPI (Capsicum annuum) Arabidopsis thaliana Pseudomonas syringae B. cinerea Jung et al. 2005 
CALTPI, CALTPII (Capsicum annuum) Nicotiana tabacum Phytophthora nicotianae P. syringae Sarowar et al. 2009 
LTP2 (Hordeum vulgare) N. tabacum A. thaliana P. syringae Molina & Garcia-Olmedo 1997 
LJAMP2 (Leonurus japonicus) N. tabacum Alternaria alternata Ralstonia solanacearum Yang et al. 2008 
AT4G1247, 
AT4G12480 
AT4G12490 (A. thaliana) A. thaliana B. cinerea Chassot et al. 2007 
LTP (Triticum sp.) Daucus carota Alternaria radicicola B. cinerea Jayaraj & Punja 2007      
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Tabelle 1-3: Beispiele für Lipid-Transfer-Proteine mit antimikrobieller Aktivität Die Tabelle zeigt die getesteten Lipid-Transfer-Proteine und die Art, aus der sie isoliert wurden, sowie die Pathogene bzw. Symbionten, gegen die sie eine antimikrobielle Aktivität aufweisen. 
Protein 
(Herkunft) 
Antimikrobielle Aktivität gegen Referenz 
Ca-LTP1 (Capsicum annuum) Colletotrichum lindemuthianum Candida tropicalis Diz et al. 2011 LTP110 (Oryza sativa) Pyricularia oryzae Xanthomonas oryzae Ge et al. 2003 nsLTP-P4 (Vitis vinifera) Botrytis cinerea Gomès et al. 2003 
Ace-AMP1 (Allium cepa) 








Phoma betae  
Pyrenopkora tritici-repentis 
Pyricularia oryzae  
Verticillium dahliae 
Sarcina lutea 
Cammue et al. 1995 




Molina et al. 1993 
MtN5 (Medicago truncatula) Xanthomonas campestris Fusarium semitectum 
Sinorhizobium meliloti 
Pii et al. 2009 




Segura et al. 1993 
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nsLTP-like (Raphanus sativus) 







Phoma betae  
Pyricularia oryzae  
Trichoderma hamatum 
Verticillium dahliae 
Terras et al. 1992 
Ha-AP10 (Helianthus annuus) Alternaria alternata Fusarium solani Gonorazky et al. 2005 Regente & de la Canal 2000 Cw41 (Zea mays) Clavibacter michiganensis Pseudomonas solanacearum 
Fusarium solani 
Molina et al. 1993 
















Yang et al. 2006 
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1.2.2.2  Lipid-Transfer-Proteine und abiotischer Stress  Eine Bedeutung der Lipid-Transfer-Proteine bei der Anpassung von Pflanzen an verschiedene abiotische Stressfaktoren wird häufig diskutiert. Für verschiedene LTP-Gene unterschiedlicher Pflanzen konnte gezeigt werden, dass deren Expression durch Salzstress (García-Garrido et al. 1998; Jang et al. 2004; Jung et al. 2003; Tabaei-Aghdaei et al. 2000; Torres-Schumann et al. 1992; Wang et al. 2010; Wu et al. 2004), osmotischen Stress (Choi et al. 2008; García-Garrido et al. 1998; Torres-Schumann et al. 1992), Trockenstress (Cameron et al. 2006; Dunn et al. 1998; George & Parida 2009; Jang et al. 2004; Jung et al. 2003; Tabaei-Aghdaei et al. 2000; Wu et al. 2004) oder Kältestress (Bubier & Schlappi 2004; Dunn et al. 1998; Hincha et al. 2001; Jung et al. 2003; Molina et al. 1996; Tabaei-Aghdaei et al. 2000; Wu et al. 2004) induziert wird.  Welche Funktionen die entsprechenden Proteine innerhalb der gestressten Pflanze genau erfüllen, ist nach wie vor ungeklärt. Das Lipid-Transfer-Protein EARLI1, ein Cryoprotectin aus Brassica oleracea, schützt Thylakoidmembranen vor Schädigungen durch Frost (Hincha et al. 2001). Die Überexpression dieses Gens in 
A. thaliana führt zwar nicht zu kälteresistenten Pflanzen, jedoch zeigen die einzelnen Pflanzenzellen einen höheren Schutz vor Frostschädigung. Diese Erkenntnis führt zu der Annahme, dass EARLI1 entweder die Zellwand oder die Membranzusammensetzung modifiziert (Bubier & Schlappi 2004). Am Beispiel von Nicotiana glauca, welcher mehreren Trockenperioden ausgesetzt war, konnte gezeigt werden, dass die Expression eines LTP-Gens infolge des Trockenstresses induziert war. Die Beobachtung, dass die gestressten Pflanzen über eine dickere und zugleich dichtere Cuticula verfügen als die nicht gestressten Kontrollpflanzen, stützt die Vermutung, dass Lipid-Transfer-Proteine in die Bildung der Cuticula involviert sind (Cameron et al. 2006). Ein ähnlicher Zusammenhang wurde bei Gerstenpflanzen festgestellt, die Schwermetallstress ausgesetzt waren. Die mit Cadmium gestressten Pflanzen zeigen eine erhöhte Expression des LTP7a2b-Gens sowie eine dickere Wachsschicht auf der Cuticula (Hollenbach et al. 1997).   
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit  Die Pflanzenkrankheit Kohlhernie ist eine der wirtschaftlich bedeutendsten Krankheiten innerhalb der Familie der Brassicaceen. Die Analyse der Genexpression während der Krankheitsentwicklung in der Modellpflanze                
A. thaliana ergab unter anderem, dass die Gene für Lipid-Transfer-Proteine differentiell reguliert sind. Dies führt zu der Annahme, dass die entsprechenden Proteine für die Entwicklung der Krankheit von Bedeutung sind. Ein Ziel dieser Arbeit ist daher die Erzeugung transgener Pflanzen, in denen die infektionsbedingte LTP-Genregulation umgekehrt ist, um damit die Anfälligkeit der Pflanzen für die Pflanzenkrankheit Kohlhernie zu verringern. Lipid-Transfer-Proteine werden durch Multigenfamilien kodiert. Die genaue Funktion dieser Proteine ist trotz zahlreicher Untersuchungen noch unbekannt. Daher sollen zehn ausgewählte Lipid-Transfer-Proteine aus A. thaliana funktionell charakterisiert werden. Dies wird mit Hilfe von LTP-T-DNA-Insertionsmutanten sowie den herzustellenden transgenen LTP-Mutanten erfolgen. Die LTP-Mutanten sollen unter physiologischen und phytopathologischen Aspekten charakterisiert werden. Darüber hinaus sollen LTP-Gene in Escherichia coli exprimiert und die resultierenden Proteine gereinigt werden, um diese biochemisch zu charakterisieren.             
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2. Materialien  
2.1  Chemikalien Wenn nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Firmen AppliChem GmbH, Diagonal GmbH & Co. KG, Duchefa Biochemie B.V., Merck KGaA, Carl Roth GmbH & Co. KG sowie Sigma-Aldrich Chemie GmbH verwendet.   
2.2  Molekulargewichtsstandards  Folgende Molekulargewichtsstandards der Firma MBI Fermentas (Thermo Fisher Scientific Inc.) wurden verwendet: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder PageRuler™ Unstained Protein Ladder PageRuler™ Unstained Low Range Protein Ladder PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder   
2.3  Oligonukleotide  Alle verwendeten Oligonukleotide sind in der folgenden Tabelle 2-1 aufgeführt. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firmen Eurofins MWG Operon  und Eurogentec Deutschland GmbH.  
Tabelle 2-1: Verwendete Oligonukleotide Aufgeführt sind die Bezeichnung der Oligonukleotide sowie deren Verwendung. Die Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen sind gelb. Majuskeln zeigen an, dass die DNA-Sequenz innerhalb eines Exons liegt.  
Anm. 1: Die Amplifikation erfolgte zusammen mit den Gen_EcoR1 bzw. Gen_Xho1 Oligonukleotiden. (Abkürzungen: 18370= AT2G18370, 33550=AT4G33550, 62510= AT1G62510) Name Sequenz 5´---- 3´ Verwendung A.t./EF1Bg_Forw tcccttcaacactcctttatagc Expressionsanalysen, Haushaltsgen für  A.t./EF1Bg_Rev aacagtctatgcgacacgtca 
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A.t./H2A_For (C. Horn) CGGGGAAAGGTGCTAAAGGTT A. thaliana A.t./H2A_Rev (C. Horn) AAATGCCTCGGCGAGATACGT ltp_1_Forw_II CTCCAAGGTGGTGTCATTCC 
Expressionsanalysen,  Amplifikation zur Klonierung in den pGEM®-T Easy-Vektor 
ltp_1_Rev_II cccatataacaagaacaccacaa ltp_3_forw_utr tgttatcacccaaaaagaagttca  ltp3_rev_utr  ttattattacgttcgtatgcgttgg ltp_4_forw_utr tatcacccaaaagagaagagca ltp_4_rev_utr acacaagtatacaacataacaaagc AT1G12090_Forw_UTR cccaattcactcacaacctagc AT1G12090_Rev_UTR atcaccccaatgaacaccag AT2G18370_Forw_utr gcaacaacaaagaaaccccta AT2G18371_Rev_utr ttaggacaagatggaccattga AT5G05960_Forw_utr tcatcactcaagaATGGAAACC AT5G05960_Rev_utr acgtctattgctttctgtctgc AT4G22610_Forw_utr taaatccaagccctcacctc AT4G22611_Rev_utr cagcaacaactacgatcatgc AT3G22620_Forw_utr cacacttcaaacacaaaaccac AT3G22620_Rev_utr cttattccacaaagcaatgacc AT4G33550_Forw_utr cggaccaaatattcgcattc AT4G33550_Rev_utr ccggaatggtgtaacctataaca AT1G62510_Forw_utr tcccaattcacacataccaaag AT1G62510_Rev_utr ggtagaaatcatcttgtctgtcca SP6 CATTTAGGTGACACTATAG Kolonie-PCR und Sequenzierung mit pGEM®-T Easy-Vektor T7 TAATACGACTCACTATAGGG M13-for GTAAAACGACGGCCAGT M13-rev GGAAACAGCTATGACCATG P.b.-Actin_for AGCTGGCGTACGTGGCGCAG Nachweis der                
P. brassicae-Infektion P.b.-Actin_rev CCTTGACGCGCATCGACGAC NosTerminat_NotI tatagcggccgcggatcgttcaaacatttggcaata Amplifikation des Nos-Terminators NosTerminat_SacI gcgcgagctcatctagtaacataga 
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pSoup_SJ_Forw acaggcagaaaatccagcat Nachweis von pSoup  pSoup_SJ_Rev tgcaggtcgactctagaggat pGlaczF (C. Horn) cggccagtgaattgtaatacg Nachweis der T-DNA im pGreen0229,  Kolonie-PCR, Sequenzierung 
pGlaczR (C. Horn) tgtgtggaattgtgagcggata 
pET32a+_hin tttgttagcagccggatctc Kolonie-Screening, Sequenzierung pET32a+_zurück acgcggttctggtatgaaag ltp1_BamH1 acggatccATGGCTGGAGTGATGAAG Amplifikation der  LTP-Gene  (einschließlich Signalsequenz)  für die Klonierung in dem pET32(a+)-Vektor  
ltp1_Xho1 ttctcgagTCACCTCACGGTTTTGCAG 62510_BamH1 aaggatccATGGCTTCAAGAACCACAA 62510_EcoR1 atgaattcTTAGCATTGGAAGCCACGAGGA 33550_BamH1 aaggatccATGGGAAGTGGCATGATAAGGA 33550_EcoR1 atgaattcTCAAATCCAAATTATTATATGCTTAA ltp3/4_BamH1 aaggatccATGGCTTTCGCTTTGAGGTTCT ltp3_EcoR1 cggaattcTCACTTGATGTTGTTGCAGTTAG ltp4_EcoR1 cggaattcTCACTTGATGGTGGCGCAGT 18370-ol-EcoR1 aagaattcTCAACCAACAGTAGTGCAGTCG Amplifikation der  LTP-Gene1 (ohne Signalsequenz)  für die Klonierung in den pET32(a+)- 
18370-ol-BamH1 aaggatccGCTATATCTTGCAGTGTTGTGTTAC 62510_ol_BamH1 aaggatccTGCGGTAACTGCGGTTG
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CCCTTC Vektor  33550_ol_BamH1 aaggatccCAGGTCTGTGGAGCTAACTTGTCG LTP3_ol_BamH1 taggatccGCAATCTCATGTGGCACAGTGG LTP4_ol_BamH1 aaggatccGCAATAACATGTGGCACAGTGG LTP1_ol_BamH1 ttggatccGCGCTAAGCTGTGGCTCAGT N647582_Forw  
(Zus. mit AT1G12090_Rev_UTR) 
cgatcctgtttcgcgtagat Nachweis der T-DNA-Integration  N520925_Rev  
(Zus. mit AT2G18370_Forw_utr) tgttgaaagagcttgtagtaatgg  N648038_Forw 
(Zus. mit AT3G22620_Rev_utr) 
tccgaatacgacctacaatga 
N527420_Forw 
(Zus. mit AT5G05960_Rev_utr) ttgaggactggagaaaagga N500561_forw 
(Zus. mit ltp_4_rev_utr) 
aaggattcttgcagtttcat 
ltp_3_forw_utr tgttatcacccaaaaagaagttca   ltp3_rev_utr  ttattattacgttcgtatgcgttgg            
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2.4  PCR-Bedingungen  
Tabelle 2-2: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotidpaare mit der optimalen 
Annealingtemperatur, verwendete Magnesiumchloridkonzentration und die zu erwartenden 
Produktgrößen mit genomischer DNA (gDNA) bzw. cDNA als Matrize Die Elongationszeit betrug eine Minute pro 1000 bp PCR-Produkt.  Name Annealing- temperatur Magnesiumchlorid- konzentration Produktgröße A.t./EF1Bg_Forw A.t./EF1Bg_Rev 58 °C 2,5 mM gDNA: 2354 bp cDNA: 1500 bp A.t./H2A_For (C. Horn) A.t./H2A_Rev (C. Horn)  55 °C 2,5 mM gDNA: 690 bp cDNA: 282 bp ltp_1_Forw_II ltp_1_Rev_II 57 °C 2,5 mM gDNA: 450 bp cDNA: 380 bp ltp_3_forw_utr ltp3_rev_utr  57 °C 2,5 mM gDNA: 703 bp cDNA: 610 bp ltp_4_forw_utr ltp3_rev_utr  54 °C 2,5 mM gDNA: 649 bp cDNA: 510 bp AT1G12090_Forw_UTR AT1G12090_Rev_UTR 58 °C 1,5 mM gDNA: 630 bp cDNA: 630 bp AT2G18370_Forw_utr AT2G18370_Rev_utr 58 °C 2,5 mM gDNA: 885 bp cDNA: 448 bp AT5G05960_Forw_utr AT5G05960_Rev_utr 56 °C 2,5 mM gDNA: 390 bp cDNA: 479 bp AT4G22610_Forw_utr AT4G22610_Rev_utr 55 °C 2,5 mM gDNA: 501 bp cDNA: 501 bp AT3G22620_Forw_utr AT3G22620_Rev_utr 67 °C 2,5 mM gDNA: 979 bp cDNA: 790 bp AT4G33550_Forw_utr AT4G33550_Rev_utr 58 °C 2,5 mM gDNA: 490 bp cDNA: 490 bp AT1G62510_Forw_utr AT1G62510_Rev_utr 57 °C 1,5 mM gDNA: 605 bp cDNA: 605 bp 
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SP6 T7 50 °C 2,5 mM „leerer pGem®-T Easy-Vektor“: 141 bp M13-for M13-rev 55 °C 2,5 mM „leerer pGem®-T Easy-Vektor“: 236 bp P.b.-Actin_for P.b.-Actin_rev 64 °C 2,5 mM gDNA: 342 bp cDNA: 342 bp NosTerminat_NotI NosTerminat_SacI 55 °C 2,5 mM 273 bp pSoup_SJ_Forw pSoup_SJ_Rev 58 °C 2,5 mM 770 bp pGlacZF (C. Horn) pGlacZR (C. Horn) 55 °C 2,5 mM „leerer pGreen0229- Vektor“: 250 bp 
pET32a+_hin pET32a+_zurück 58 °C 2,5 mM „leerer pET32(a+)-  Vektor“: 450 bp ltp1_BamH1 ltp1_Xho1 66 °C 2,5 mM 373 bp 62510_BamH1 62510_EcoR1 68 °C 2,5 mM 468 bp 33550_BamH1 33550_EcoR1 55 °C 2,5 mM 409 bp ltp3/4_BamH1 ltp3_EcoR1 62 °C 2,5 mM 364 bp ltp3/4_BamH1 ltp4_EcoR1 62 °C 2,5 mM 355 bp 18370-ol-EcoR1 18370-ol-BamH1 66 °C 2,5 mM 279 bp 62510_ol_BamH1 63 °C 2,5 mM 391 bp 33550_ol_BamH1 53 °C 2,5 mM 322 bp LTP3_ol_BamH1 63 °C 2,5 mM 295 bp LTP4_ol_BamH1 63 °C 2,5 mM 286 bp 
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LTP1_ol_BamH1 70 °C 2,5 mM 298 bp N647582_Forw  
(Zus. mit AT1G12090_Rev_UTR) 
60 °C 2,5 mM gDNA ohne T-DNA- Insertion: 961 bp N520925_Rev  
(Zus. mit AT2G18370_Forw_utr) 58 °C 2,5 mM gDNA ohne T-DNA- Insertion: 1535 bp N648038_Forw 
(Zus. mit AT3G22620_Rev_utr) 
58 °C 2,5 mM gDNA ohne T-DNA- Insertion: 1564 bp N527420_Forw 
(Zus. mit AT5G05960_Rev_utr) 58 °C 2,5 mM gDNA ohne T-DNA- Insertion: 872 bp N500561_forw 
(Zus. mit ltp_4_rev_utr) 
58 °C 2,5 mM gDNA ohne T-DNA- Insertion: 2093 bp   
2.5  Plasmide  
Tabelle 2-3: Verwendete Plasmide  Verwendung Selektionsmarker Lieferant/Referenz pGem®-T Easy Klonierung Ampicillin Promega GmbH pSoup Helferplasmid bei der Transformation von A. 
thaliana mit A. tumefaciens und pGreen0229 
Tetracyclin  Hellens et al. 2000 
pGreen0229 Vektor für die Transformation von Pflanzen mit  
A. tumefaciens 
Kanamycin BASTA® Hellens et al. 2000 
pET32(a+) Genexpression in E. coli Ampicillin Merck KGaA pGEX4T3 Genexpression in E. coli Ampicillin GE Healthcare Europe GmbH 
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2.6  Bakterienstämme   
Tabelle 2-4: Verwendete Bakterienstämme  Genotyp Verwendung Lieferant/Referenz 
Escherichia coli XL1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] 
Klonierung und Plasmid-vermehrung 
Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG 
E. coli BL21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB - mB -) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
Genexpression Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG 
E. coli BL21 codon+ F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr gal λ(DE3) endA Hte [argU ileYleuW Camr] 
Genexpression Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG 
E. coli RosettaBlueTM (DE3) 
endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) supE44 thi-1 recA1 
gyrA96 relA1 lac (DE3) 
F′[proA+B+ 
lacIqZΔM15::Tn10] pRARE (CamR, TetR) 
Genexpression Merck KGaA 
E. coli SHuffle® T7 Express fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT ahpC gal 
λatt::pNEB3-r1-cDsbC 
(SpecR, lacIq) ΔtrxB sulA11 
R(mcr-73::miniTn10--
TetS)2 [dcm] R(zgb-
210::Tn10 --TetS) endA1 
Δgor ∆(mcrC-
mrr)114::IS10 
Genexpression New England Biolabs GmbH 





genotype C58 pTiBo542; T-region::aph, Km(R)  
Pflanzentrans-formation Hood et al. 1993 
Erwinia 
carotovora 




 Einzelblatttest mit A. thaliana Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH   
2.7  Pflanzenmaterial  
2.7.1  Wildtypen  Für alle Untersuchungen wurde als Referenz der Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Wildtyp Col-0 (Ökotyp Columbia) verwendet. Dieser wurde auch für die Transformation mit Agrobacterium tumefaciens und den in Tabelle 2-6 dargestellten Konstrukten verwendet.  Zur Vermehrung von Plasmodiophora brassicae wurde Brassica rapa (L.) ssp. 
pekinensis cv. Granaat verwendet.     
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2.7.2  T-DNA-Insertionslinien  Die folgend aufgeführten A. thaliana-T-DNA-Insertionslinien wurden über das Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) bezogen.   
Tabelle 2-5: Übersicht über die verwendeten T-DNA-Insertionslinien T-DNA-Insertionsort Benennung in vorliegender Arbeit NASC Stock Code Linie Promotor von 
AT1G12090 at1g12090-KO N647582 salk_147582 3´utr von  
AT2G18370 at2g18370-KO N520925 salk_020925 Promotor 7 5´utr  von AT3G22620 at3g22620-KO N648038 salk_148038 Promotor von 
AT5G05960 at5g05960-KO N527420 salk_027420 Promotor von 
AT5G59310 ltp4-KO N500561 salk_000561  Exon von 
AT5G59320 ltp3-KO N595248 salk_095248   
2.7.3  Transgene Arabidopsis thaliana-Linien  
Tabelle 2-6: Übersicht über die generierten transgenen A. thaliana-Pflanzen und dafür verwendete 
Konstrukte Verwendetes Konstrukt Funktion in der transgenen Pflanze Benennung in vorliegender Arbeit 
pG+Pyk::LTP1/Klon1::nosT Expression von LTP1  unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors ltp1-OX 
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pG+Pyk::LTP3/Klon31::nosT Expression von LTP3  unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors ltp3-OX 
pG+Pyk::LTP4/Klon25::nosT Expression von LTP4  unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors ltp4-OX 
pG+Pyk::18370/Klon8::nosT Expression von AT2G18370  unter der Kontrolle des Pyk10- Promotors at2g18370-OX 
pG+Pyk::12090/Klon1::nosT Expression von AT1G12090  unter der Kontrolle des Pyk10- Promotors at1g12090-OX 
pG+Pyk::05960/Klon1::nosT Expression von AT5G05960 unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors at5g05960-OX  
pG+Pyk::33550/Klon4::nosT Expression von AT4G33550 in antisense Orientierung unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors at4g33550-AS 
pG+Pyk::62510/Klon1::nosT Expression von AT1G62510 in antisense Orientierung unter der Kontrolle des Pyk10-Promotors at1g62510-AS pGreen0229 Vektorkontrolle EPG 
 
 
2.7.4  Sporenisolate von Plasmodiophora brassicae 
 Die folgenden Sporenisolate von P. brassicae wurden verwendet: Feldisolat: Fi (Puzio et al. 2000) Einsporisolat: „e3“ (Fähling et al. 2003; Graf et al. 2004) 
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2.8  Antibiotika und Herbizide  
















3. Methoden  
3.1  Anzucht von Pflanzen  
3.1.1  Anzucht von Pflanzen auf Kultursubstrat  Die Anzucht von Arabidopsis thaliana sowie Brassica rapa erfolgte auf Kultursubstrat (Einheitserde Typ P, Gebr. Patzer KG).  Für die Inokulation der Pflanzen mit Plasmodiophora brassicae wurde das gesiebte Kultursubstrat im Verhältnis 3:1 mit handelsüblichem Sand gemischt. Sowohl Sand als auch das Kultursubstrat wurden vor der Verwendung für 120 Minuten bei      80-90 °C gedämpft. Zur Stratifikation wurden die Samen vor dem Aufbringen auf das Kultursubstrat für mindestens 16 h bei 10 °C im Kühlschrank inkubiert. Die Kulturschalen wurden für die ersten zehn Tage mit durchsichtigen Deckeln abgedeckt. Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen bei ca. 23/18 °C in einem 16/8 Stunden Hell/Dunkel-Rhythmus im Gewächshaus bzw. in einem Lichtschrank (SANYO MLR 350, SANYO Sales & Marketing Europe GmbH). 
 
 
3.1.2  Anzucht von Pflanzen unter sterilen Bedingungen  Die Anzucht von Pflanzen unter sterilen Bedingungen erfolgte auf Murashige-Skoog- Medium (MS-Medium, Murashige & Skoog, 1962) in Petrischalen.  Zur Oberflächensterilisation wurden die Samen zunächst für drei Minuten in autoklaviertem Wasser mit 0,05 % Tween 20 und weitere drei Minuten in              70 %-igem Ethanol inkubiert. Anschließend wurde dieses durch 2 %-ige Natriumhypochlorid Lösung ersetzt. Nach 15 Minuten Inkubation wurde diese entfernt und die Samen mindestens dreimal mit autoklaviertem Wasser mit 0,05 % Tween 20 gewaschen, um Reste der Sterilisationslösung zu entfernen. Danach 
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wurden die Samen in autoklaviertem Wasser für mindestens 16 Stunden bei 10 °C stratifiziert. Die so vorbehandelten Samen wurden mittig in einer Reihe mit jeweils circa einem Zentimeter Abstand auf den MS-Agar aufgelegt.  Die Kultivierung erfolgte in senkrecht aufgestellten Petrischalen im Gewächshaus bzw. in einem Lichtschrank unter Langtagbedingungen (vgl. 3.1.1)  MS-Medium 4,4 g/L Murashige and Skoog Basal Medium (DUCHEFA Biochemie B.V.) 1 % (m/V) Saccharose 1 % (m/V) Phytoagar (DUCHEFA Biochemie B.V. ) 100 µM Phosphinotricin (Nur zur Selektion von transgenen A. thaliana-Pflanzen)  
 
3.2  Inokulation von Pflanzen mit Plasmodiophora brassicae-
Dauersporen  
3.2.1  Vermehrung von Plasmodiophora brassicae 
 Als obligat biotropher Organismus lässt sich P. brassicae nicht außerhalb einer Wirtspflanze kultivieren. Die Vermehrung bzw. Kultivierung des Pathogens erfolgte daher in B. rapa-Pflanzen.  Sechs Tage alte B. rapa-Pflanzen wurden mit 8 ml einer Sporensuspension von      
P. brassicae infiziert (106 Sporen pro 1 ml in Kaliumphosphatpuffer). Dazu wurde die Sporensuspension direkt an den Wurzelhals bzw. auf das Kultursubstrat der Pflanzen pipettiert. Nach der Inokulation wurden die Pflanzen für sechs bis acht Wochen unter Langtagbedingungen (vgl. 3.1.1) kultiviert. Danach erfolgte die Ernte der Gallen, welche die Dauersporen des Pathogens enthalten.    
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Kaliumphosphatpuffer 50 mM KH2PO4  pH 5,5 mit 25 % (m/V) K2HPO4   
3.2.2  Phytopathologische Untersuchungen an Arabidopsis thaliana 
 Für die phytopathologischen Analysen zur Entwicklung der Kohlhernie in               
A. thaliana wurden 14 Tage alte A. thaliana-Pflanzen mit 2 ml einer Dauersporensuspension von P. brassicae inokuliert. Dabei wurde mit zwei verschiedenen Inokulumdichten gearbeitet, um eine unterschiedliche Krankheitsausprägung zu bewirken. Für eine geringe Krankheitsausprägung wurde mit 104 Sporen pro 1 ml (in Kaliumphosphatpuffer) inokuliert, eine starke Symptomentwicklung wurde durch die Inokulation der Pflanzen mit einer Sporensuspension von 105 oder 106 Sporen pro 1 ml (in Kaliumphosphatpuffer) erzeugt. Die anschließende Kultivierung der Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen (vgl. 3.1.1).   
3.3  Isolation von Plasmodiophora brassicae-Dauersporen aus 
infiziertem Gewebe 
 Die Isolation der Dauersporen von P. brassicae erfolgte aus infiziertem Wurzelgewebe von B. rapa-Pflanzen. Die Gallen wurden unter Wasser von dem Kultursubstrat befreit und mehrfach gewaschen.  Sollte aus den Sporen genomische DNA isoliert werden, wurden die Gallen für zehn Minuten in 2%-iger Natriumhypochloridlösung oberflächensterilisiert.     
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3.3.1  Isolation von Dauersporen für die Infektion von Pflanzenmaterial  Für die Isolation von Dauersporen aus Gallen wurden 100 g Gallen mit 130 ml bidestilliertem Wasser in einem Mixer zerkleinert. Die entstandene homogene Masse wurde durch eine Nylongaze mit 80 µm Maschenweite passiert. Das entstandene Filtrat wurde im Folgenden für zehn Minuten bei 2000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sediment wurde in 100 ml bidestilliertem Wasser resuspendiert und erneut unter o.g. Bedingungen zentrifugiert. Anschließend wurde das Sediment, welches die Dauersporen enthält, in Kaliumphosphatpuffer (1ml/g Ausgangsmaterial) resuspendiert und die Sporendichte mit Hilfe einer NEUBAUER-Zählkammer ermittelt. 
 
 
3.3.2  Isolation von Dauersporen für die Isolation genomischer DNA  Sollte aus den Dauersporen von P. brassicae genomische DNA isoliert werden, wurden die Sporen einer zusätzlichen Behandlung mit Antibiotika, Lysozym, DNase und Proteinase unterzogen, um möglichst viele Kontaminationen zu eliminieren. Dazu wurden die isolierten Sporen(vgl. 3.3.1)  nach dem letzten Waschschritt nicht in Kaliumphosphatpuffer, sondern in 1 ml Streptomycinsulfat (50 µg/ml) pro 1g Ausgangsmaterial resuspendiert und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Sporen durch Zentrifugation für 15 Minuten bei 3000 x g und Raumtemperatur sedimentiert, in 1 ml TE-Puffer resuspendiert und dazu 4 mg/ml Lysozym sowie 10 U/ml DNaseI zugegeben. Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach wurde 2,5 mg/ml Proteinase K zugegeben und der Ansatz für weitere 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 2000 x g und Raumtemperatur wurden die Sporen zunächst sedimentiert und danach einmal mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Daraufhin wurde das Sporenpellet bei 37 °C getrocknet, in flüssigem Stickstoff eingefroren und anschließend gefriergetrocknet. Die so behandelten Sporen wurden bei -20 °C gelagert. 
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TE-Puffer 10mM  Tris HCl 1mM  EDTA   
3.4  Methoden zur Isolation von DNA  
3.4.1  Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial  Die Isolation genomischer DNA aus Pflanzenmaterial erfolgte nach einer modifizierten Methode von Hauser et al. (1998). Circa 100 bis 500 mg Pflanzenmaterial wurde unter flüssigem Stickstoff in einem Mörser zu einem feinen Pulver zerrieben und anschließend in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 700 µl 2x CTAB-Extraktionspuffer sowie 1 µl RNaseA (10 µg/ml) wurde der Ansatz unter ständigem Schütteln bei 650 rpm für 45 Minuten bei 65 °C in einem Thermomixer inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz für zehn Minuten bei 16000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 700 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) versetzt und gemischt. Anschließend wurde erneut unter o.g. Bedingungen zentrifugiert, die obere wässrige Phase in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) sowie das 1-fache Volumen Isopropanol zugegeben. Die Fällung der DNA erfolgte für mindestens zehn Minuten bei Raumtemperatur oder über Nacht bei      -20 °C. Durch Zentrifugation für 20 Minuten bei 16000 x g und 4 °C wurde die DNA sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal mit 750 µl 70 %-igem Ethanol gewaschen. Danach wurde das DNA-Pellet kurz bei Raumtemperatur getrocknet und in 50 µl bidestilliertem Wasser zurückgelöst. Die Quantifizierung der Nukleinsäuren erfolgte photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GMBH).    
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2x CTAB-Extraktionspuffer 2 % (m/V) CTAB  100 mM Tris-HCl, pH 8 20 mM Na-EDTA 1,4 M NaCl 1 % (m/V) PVP (MW mind. 40000) 0,2 % (V/V)  β-Mercaptoethanol 
 
 
3.4.2  Isolation genomischer DNA aus Plasmodiophora brassicae-
Dauersporen  Für die Isolation genomischer DNA aus P. brassicae-Dauersporen wurde eine kombinierte Methode nach Murray und Thompson (1980), mit einem Protokoll von Weising et al. (1991), angewendet. Eine Spatelspitze gefriergetrockneter Dauersporen wurde unter flüssigem Stickstoff und mit feinem Seesand zu Pulver verrieben, zu der auf 65 °C vorgewärmten Lysislösung gegeben und für 45 Minuten unter ständigem Schütteln (650 rpm, Thermomixer) inkubiert. Danach wurde der gesamte Ansatz auf Raumtemperatur abgekühlt und 500 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) zugegeben. Nach 15 minütigem Schütteln bei Raumtemperatur wurde dieser Ansatz für 10 Minuten bei 16000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde abgenommen und noch zweimal mit 500 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24/1) ausgeschüttelt. Die Fällung der DNA aus der wässrigen Phase erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3M Natriumacetat      pH 7,2 und dem einfachen Volumen Isopropanol für mindestens 10 Minuten bei Raumtemperatur oder über Nacht bei -20 °C. Danach wurde die DNA durch Zentrifugation wie unter 3.4.1 beschrieben sedimentiert, gewaschen und in 50 µl bidestilliertem Wasser über Nacht bei 4 °C zurückgelöst. Die Quantifizierung der Nukleinsäuren erfolgte photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GMBH).  
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Lysislösung 400 µl  Lysispuffer 200 µl Sarkosyllösung (5 % (m/V)) 400 µl Extraktionspuffer I 0,04 % (V/V) Triton X 100 3,2 mg/ml Natriumhydrogensulfit  Extraktionspuffer I 350 mM Sorbitol 100 mM Tris Base 25 mM  Na-EDTA  pH 8  Lysispuffer 200 mM Tris Base 2 M NaCl 50 mM Na-EDTA 2 % (m/V)  CTAB  pH 8   
3.4.3  Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen  Die Plasmid-DNA wurde mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (C-Line) der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH nach Angaben des Herstellers isoliert. Es wurden jeweils 4 ml einer E. coli Übernachtkultur eingesetzt. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 50 µl bidestilliertem Wasser. Die Nukleinsäuren wurden photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GMBH) quantifiziert.   
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3.5 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial 
 
3.5.1  Isolation von Gesamt-RNA   Die Isolation von Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe erfolgte mit dem TRIzol® Reagenz (Invitrogen, Life Technologies GmbH). Circa 200 mg Gewebe wurde in einem Mörser unter flüssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver verrieben. Nachdem das gemörserte Pflanzenmaterial aufgetaut war, wurde 1 ml TRIzol® Reagenz zugegeben und die Probe nochmals kurz gemörsert. Das entstandene Homogenat wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und für fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde anschließend für 15 Minuten bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Zu dem Überstand wurden 200 µl Chloroform zugegeben, die gesamte Probe gut gemischt und für weitere zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut unter o.g. Bedingungen zentrifugiert. Zu dem Überstand wurde im Folgenden 500 µl Isopropanol zugegeben und die RNA für zehn Minuten bei Raumtemperatur gefällt. Durch die anschließende Zentrifugation für 20 Minuten bei 12000 x g wurde die RNA sedimentiert. Das RNA-Pellet wurde anschließend zweimal mit 1 ml               75 %-igem Ethanol (in 0,1 % DEPC) gewaschen. Das RNA-Pellet wurde kurz bei Raumtemperatur getrocknet und in 15 µl 0,1 % DEPC zurückgelöst. Die Quantifizierung der Nukleinsäuren erfolgte photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 (PEQLAB Biotechnologie GMBH).  0,1 % DEPC 0,1 % (V/V) DEPC (Diethylpyrocarbonat) in Wasser lösen und mindestens         12 Stunden rühren lassen, anschließend autoklavieren      
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3.5.2  DNase-Behandlung von RNA  Da die isolierte Gesamt-RNA (vgl. 3.5.1) nicht frei von DNA war, musste zusätzlich eine DNase-Behandlung erfolgen. Dazu wurde das DNA-free™ DNase Treatment and Removal Reagent (Ambion, Life Technologies GmbH) verwendet. Zur DNase-Behandlung wurden jeweils 20 µl Ansätze bestehend aus 10 µg Gesamt-RNA, 2 Unit DNaseI sowie 20 Unit RNaseOUT™ (Invitrogen, Life Technologies GmbH) in 1x DNase-Puffer verwendet. Dieser Reaktionsansatz wurde für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 5 µl DNase-Inaktivierungs-Reagenz zugegeben und der gesamte Ansatz für zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde durch Zentrifugation für eine Minute bei 10000 x g und Raumtemperatur das DNase-Inaktivierungs-Reagenz sedimentiert und der Überstand, der die RNA enthält, konnte in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden.   
3.6  cDNA-Synthese 
 Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA erfolgte mit der M-MLV-Reverse Transkriptase (Invitrogen, Life Technologies GmbH) nach den Angaben des Herstellers. Für die Synthese von cDNA wurden circa 5 µg DNase behandelte RNA (vgl. 3.5.2) in einem 30 µl Ansatz eingesetzt. Die Qualität der cDNA wurde mittels PCR und Oligonukleotiden für ein Haushaltsgen überprüft (vgl. 3.7, 3.8, 2.3, 2.4).  
  
3.7   Polymerase-Kettenreaktion  Ein Standard-PCR-Ansatz (PCR = Polymerase Chain Reaction) hatte ein Volumen von 20 µl und enthielt einfach konzentrierten PCR-Puffer, 0,5 µM je Oligonukleotid, 0,2 µM dNTP, einfach konzentrierten PCR-Farbpuffer sowie 1 Unit Taq-Polymerase 
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(Invitrogen, Life Technologies GmbH). Die Menge an eingesetztem Magnesiumchlorid variierte in Abhängigkeit von den verwendeten Oligonukleotiden (vgl. 2.4).  Ein Standard-PCR-Programm bestand aus einer initialen Denaturierung für fünf Minuten bei 95 °C, mehreren Zyklen bestehend aus einer Minute Denaturierung bei 95 °C, einer Minute Annealing bei variabler Temperatur (vgl. 2.4) und einer Elongationsphase bei 72 °C (Taq-Polymerase) bzw. 68 °C (Pfx-Polymerase) für eine Minute pro 1Kb amplifizierter DNA, sowie einer finalen Elongation bei 72 °C für fünf Minuten. Alle PCR-Reaktionen erfolgten in einem Mastercycler®  ep gradient S (Eppendorf GmbH).  20x PCR-Farbpuffer 30 % (m/V) Saccharose 6 mM Tartrazin Gelb 3,5 mM Cresol Rot   
3.8  Expressionsanalyse mittels semiquantitativer RT-PCR 
 Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte semiquantitativ mittels Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). Für diese semiquantitative Methode wurde, ausgehend von Gesamt-RNA (3.5.1), cDNA synthetisiert (vgl. 3.6), die dann in den verschiedenen PCR-Ansätzen als Matrize eingesetzt wurde.  Dieser Methode liegt zugrunde, dass in jeder Reaktion die gleiche cDNA-Ausgangsmenge eingesetzt wird, so dass die einzelnen Proben bzw. die während der PCR gebildeten spezifischen Produkte und Mengen untereinander vergleichbar sind.  Die Ermittlung der dafür nötigen cDNA-Menge erfolgte durch PCR-Amplifikationen mit Oligonukleotiden für ein Referenzgen (Haushalstgen), dessen Expression per definitionem in allen Geweben stattfindet und nicht durch biotische oder 
 Methoden 
43  
abiotische Stressfaktoren beeinflusst wird (Thellin et al. 1999). Folglich sollten in Proben mit gleicher cDNA-Menge auch gleiche PCR-Produktmengen des entsprechenden Referenzgens gebildet werden. Analog dazu kann bei gleicher cDNA-Menge anhand der gebildeten PCR-Produktmenge eine Aussage bezüglich der Expressionsstärke der zu untersuchenden Gene getroffen werden.   In dieser Arbeit wurde entweder das Gen AT1G09640 (Elongationsfaktor 1B gamma) oder AT1G52740 (Histon H2A) als Referenzgen verwendet, da die Expression dieser Gene laut Datenbankabfragen von Genevestigator (Hruz et al. 2008) und Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007) nicht durch äußere Stressfaktoren sowie die Infektion mit P. brassicae (Siemens et al. 2006) beeinflusst wird. Die Auswahl des verwendeten Referenzgens für die einzelnen Expressionsanalysen richtete sich nach der Höhe der Expression des jeweiligen Gens in den zu analysierenden Proben. Die Oligonukleotide sowie die entsprechenden PCR-Bedingungen für die Referenzgene als auch die untersuchten LTP-Gene sind in den Tabellen 2-1 und    2-2 (vgl. 2.3 und 2.4) aufgeführt.  
 
 
3.9  Agarose-Gelelektrophorese  Für die Agarose-Gelektrophorese wurde die UltraPure™ Agarose (Invitrogen, Life Technologies GmbH) verwendet. Die Trennung der Nukleinsäuren erfolgte in 1%- bis 2 %-igen Agarosegelen in 1x TAE-Puffer. Als Auftragspuffer für RNA wurde ausschließlich der RNA-Auftragspuffer eingesetzt. Alle anderen zu trennenden Nukleinsäuren wurden entweder mit DNA-Auftragspuffer oder PCR-Farbpuffer (vgl. 3.7), jeweils 1x konzentriert, versetzt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei ca. 5 V pro Zentimeter Elektroden-abstand.    
 Methoden 
44  
50x TAE-Puffer 2 M Tris Base 1 M Na-Acetat 50 mM Na-EDTA  pH 7,2  10x DNA-Auftragspuffer 200 mM Tris Base 100 mM Na-Acetat 5 mM Na-EDTA 50 % (V/V) Glycerin 0,05 % (m/V) Bromphenolblau  pH 8  10x MOPS-Puffer 200 mM MOPS (Morpholinopropansulfonsäure) 10 mM EDTA 80 mM Natriumacetat  10x RNA-Auftragspuffer 1x MOPS-Puffer 50 % (V/V) Glycerin 0,05 % (m/V) Bromphenolblau   
3.10  Färbung und Visualisierung von Nukleinsäuren  Die Färbung von Nukleinsäuren in einem Agarosegel erfolgte für 20 Minuten in einem Ethidiumbromid-Färbebad mit 0,8 µg Ethidiumbromid pro 1 ml bidestilliertem Wasser. Zur Minimierung des Hintergrundes wurde das Gel für mindestens 30 Minuten in bidestilliertem Wasser entfärbt. 
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Die Fluoreszenzsignale wurden mit dem Molecular Imager Gel Doc XR System der Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories GmbH) dokumentiert.  
3.11  Klonierung und Transformation von Escherichia coli  Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der verschiedenen Fragestellungen unterschiedliche Konstrukte in verschiedenen Vektoren generiert. Als Grundlage für die Erstellung der verschiedenen LTP-Konstrukte wurden die LTP-Gene zunächst in den Vektor pGEM®-T Easy (pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega GmbH) kloniert. Zur Erzeugung transgener A. thaliana-Pflanzen mit A. tumefaciens wurde der Vektor pGreen0229 sowie das Helferplasmid pSoup (Hellens et al. 2000) genutzt. Für die Expression der LTP-Gene in E. coli wurden diese in den pET32(a+)-Vektor (Merck KGaA) kloniert.   
3.11.1  Klonierung von LTP-Genen in den Vektor pGEM®-T Easy  Für die Klonierung der LTP-Gene in den Vektor pGEM®-T Easy (pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega GmbH, vgl. Abbildung 3-1), welcher linearisiert und mit einem T-Überhang an beiden 3´-Enden vorliegt, wurden mit PCR und genspezifischen Oligonukleotiden (vgl. 2.3 und 2.4) PCR-Produkte generiert. Als Matrize diente dabei die cDNA von 14 Tage alten A. thaliana-Keimlingen. Um die Fehlerrate während der PCR-Amplifikation zu minimieren, wurde eine Polymerase mit Korrekturlesefunktion (AccuPrime™ Pfx DANN-Polymerase, Invitrogen, Life Technologies GmbH) verwendet. Die Ligationsbedingungen entsprachen den Angaben des Herstellers (pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega GmbH). Für die Transformation von elektrokompetenten E. coli XL1 Blue-Zellen (Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co. KG) wurden maximal 6 µl des Ligationsansatzes eingesetzt (vgl. 3.11.5). 
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Zur Kontrolle wurde mindestens ein Plasmid mit inseriertem LTP-Gen durch Sequenzierung (vgl. 3.12) überprüft.   
3.11.2  Erstellung von LTP-Gen-Konstrukten in den Vektor pGreen0229  Um ausgewählte LTP-Gene in A. thaliana zu exprimieren, wurden Konstrukte in dem Vektor pGreen0229 (Hellens et al. 2000) erstellt, in denen das jeweilige Gen unter die Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors gestellt ist. Dazu wurde zum einen der Pyk10-Promotor (Nitz et al. 2001) sowie der Cryptic T80-Promotor (Mollier et al. 2000) genutzt. Als Terminator wurde der Nos-Terminator verwendet. Es wurden zuerst die Promotoren und anschließend der Nos-Terminator in den pGreen-Vektor kloniert. Zuletzt wurde das zu exprimierende Gen zwischen Promotor und Terminator kloniert.  Der jeweilige Promotor wurde durch Restriktion mit Acc65I aus dem Ursprungsvektor (pmcg 4-5 (Pyk10) bzw. pmcg6-1 (Cryptic T80), beide zur Verfügung gestellt von T. Roitsch, Universität Würzburg) restringiert und mit dem mittels Acc65I linearisierten Vektor pGreen (vgl. Abbildung 3-1) ligiert.  Um den Nos-Terminator zu klonieren, wurde dieser mithilfe spezifischer Oligonukleotide, welche die Erkennungssequenzen für die Restriktions-endonukleasen NotI und SacI enthalten, via PCR amplifiziert (vgl. 2.3 und 2.4). Als Matrize diente dabei der leere pGreen-Vektor. Um die Fehlerrate zu minimieren, wurde die AccuPrime™ Pfx DANN-Polymerase (Invitrogen, Life Technologies GmbH) verwendet. Das Nos-Terminator-Fragment wurde nach erfolgter Restriktion mit NotI und SacI in den ebenso restringierten Vektor kloniert. Zur Kontrolle wurden die Plasmide mit inseriertem Nos-Terminator sequenziert (vgl. 3.12). Um die LTP-Gene in die so generierten Vektoren (pGreen+Pyk10::nosT bzw. pGreen+CrypT80::nosT) zu klonieren, wurden die Restriktionsendonukleasen EcoRI und SpeI bzw. NotI und SpeI verwendet. Die Auswahl der Enzymkombination richtete sich nach der Orientierung des LTP-Gens im Vektor 
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pGEM-T Easy und der gewünschten Orientierung im pGreen-Vektor. Es wurden sowohl Konstrukte für die LTP-Genexpression in „sense“, als auch in „antisense“ Orientierung erstellt.  
 
Abbildung 3-1: Vektorkarte von pGEM®-T Easy und der T-DNA von pGreen0229 Die Abbildung zeigt die Erkennungssequenzen aus der Multiple Cloning Site des pGEM®-T Easy-Vektors und der T-DNA des pGreen0229-Vektors. Für die Klonierung der LTP-Gene wurden die Erkennungssequenzen EcoRI und SpeI oder NotI und SpeI verwendet. (Quelle: Promega GmbH; http://www.pgreen.ac.uk)  
 
3.11.3  Klonierung von LTP-Genen in den Vektor pET32(a+)  Zur Expression in E. coli wurden ausgewählte LTP-Gene in den Expressionsvektor pET32(a+) (Merck KGaA) kloniert. Die Gene wurden dabei unter Kontrolle des regulierbaren T7-Promotors gestellt. Zusätzlich wurden die Gene mit einem im Vektor enthaltenen N-terminalen Thioredoxin-Tag (Trx-Tag) sowie einem             N-terminalen His(6)-Tag fusioniert. Zwischen dem Thioredoxin-Tag und dem His(6)-Tag sind die Erkennungssequenzen für die Proteasen Enterokinase sowie 
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Thrombin lokalisiert, die eine Abspaltung des Thioredoxin-Tags ermöglichen (vgl. Abbildung 3-2).  
 
Abbildung 3-2: Ausschnitt aus dem Vektor pET32(a+)             Die Abbildung zeigt den Aufbau des Klonierungs- und Expressionsbereiches des Vektors pET32(a+). Neben dem Thioredoxin-Tag (Trx-Tag) sowie dem His(6)-Tag sind die Erkennungssequenzen für die Proteasen Thrombin und Enterokinase enthalten. Die für die Klonierung der LTP-Gene verwendeten Restriktionsendonukleasen in der „multiple cloning site“ (MCS) BamHI, EcoRI und XhoI (vgl. im Text) sind ebenfalls gezeigt. 
 Zur Erstellung der entsprechenden Konstrukte im pET-Vektor wurden die LTP-Gene mit spezifischen Oligonukleotiden, welche die Erkennungssequenz für Restriktionsendonukleasen enthalten, mittels PCR amplifiziert (vgl. 2.3 und 2.4) und in den in gleicher Weise restringierten Vektor ligiert. Zur Klonierung der Gene 
LTP3, LTP4, AT1G62510, AT4G33550 sowie AT2G18370 wurden die Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI verwendet, die Klonierung von LTP1 erfolgte mit Hilfe der Enzyme BamH1 und XhoI. Da die Ergebnisse von Sequenzanalysen ein N-terminales Signalpeptid für die LTP-Gene vorhersagen, wurden die LTP-Gene sowohl mit als auch ohne Signalpeptid in den pET32(a+) Vektor kloniert. Zur Kontrolle wurden die Plasmide mit inseriertem LTP-Gen sequenziert             (vgl. 3.12).  
 Methoden 
49  
3.11.4  Restriktion 
 Die Restriktion von Vektoren und PCR-Produkten erfolgte in Standardansätzen von 50 µl bei für die Restriktionsendonukleasen optimaler Pufferzusammen-setzung und Temperatur für circa zwölf Stunden. Es wurden ausschließlich konventionelle Restriktionsendonukleasen der Firma MBI Fermentas (Fermentas GmbH) verwendet.    
3.11.5  Ligation  Die Ligation von Vektor und Fragment erfolgte in 10 – 20 µl Ansätzen, wobei das Verhältnis von Vektor : Fragment ca. 3:1 betrug. Pro Ligation wurden 50-100 ng Vektor sowie 3-5 Unit T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas, Fermentas GmbH) eingesetzt. Die Ligation erfolgte zunächst eine Stunde bei Raumtemperatur und anschließend für mindestens zwölf Stunden bei 10 °C.    
3.11.6  Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen  Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden zuerst 50 ml Medium (E. coli: SOB-Medium, A. tumefaciens: YEB-Medium mit 25 µg/ml Rifampicin) mit den Bakterien inokuliert und über Nacht bei 28 °C (A. tumefaciens) bzw. 37 °C (E. coli) kultiviert. Mit dieser Kultur wurde am Folgetag 500 ml Medium im Verhältnis 1:100 angeimpft. Diese Kultur wuchs bis zu einer OD 600 von 0,8 bis 0,9. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4 °C. Die Bakterienkultur wurde für zehn Minuten bei 2600 x g und 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Bakterienpellet in 500 ml bidestilliertem Wasser resuspendiert. Anschließend wurde erneut unter o.g. Bedingungen zentrifugiert. Das resultierende Bakterienpellet wurde im Folgenden noch viermal unter o.g. Bedingungen gewaschen. Danach erfolgte ein letzter Waschschritt mit 10 %-igem 
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Glycerol. Das Bakterienpellet wurde letztlich in 2 ml Glycerol (10 %-ig) resuspendiert und in 60 µl Aliquots aufgeteilt, die zunächst in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C gelagert wurden.  SOB-Medium 2 % (m/V) Pepton 0,5 % (m/V) Hefeextrakt 10 mM NaCl 2,5 mM KCl  pH 7  YEB-Medium 0,5 % (m/V) Saccharose 0,5 % (m/V) Pepton 0,5 % (m/V) Fleischextrakt 0,1 % (m/V) Hefeextrakt 0,2 mM MgSO4  pH 7,2   
3.11.7  Transformation von Bakterien mittels Elektroporation 
 Die Transformation von elektrokompetenten Bakterien (vgl. 3.11.6) erfolgte mittels Elektroporation.  Ein Aliquot (60 µl) elektrokompetenter Bakterien wurde für 15 Minuten auf Eis aufgetaut. Die Elektroporationsküvette sowie die zu transformierende DNA wurden ebenfalls auf Eis vorgekühlt. DNA und Bakterien wurden gemischt, für eine Minute auf Eis inkubiert und anschließend in die vorgekühlte Küvette (2 mm Elektrodenabstand) überführt. Diese wurde im Elektroporator (EQUIBIO Easyject Optima, Peqlab Biotechnologie GMBH) einem elektrischen Impuls (2500 V, 15 µF, 
335 Ω, 12,5 kV/cm, 5 ms Pulslänge) ausgesetzt. Danach wurde 1 ml SOC-Medium (E. coli) oder YEB-Medium (A. tumefaciens) zu den Bakterienzellen zugegeben und 
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diese zur Regeneration für eine Stunde bei 37 °C (E. coli) bzw. drei Stunden bei     28 °C (A. tumefaciens) inkubiert. Anschließend wurden verschiedene Mengen Bakterienzellen auf die entsprechenden Selektionsmedien (vgl. 2.5) ausplattiert und für mindestens 16 Stunden (E. coli) bzw. 48-72 Stunden (A. tumefaciens) bei o.g. Temperatur inkubiert. Zur Transformation von E. coli wurden 2 bis maximal 6 µl Ligationsansatz bzw.      5 ng geschlossener Vektor eingesetzt. Zur Transformation von A. tumefaciens wurden 50 – 100 ng Vektor eingesetzt.  SOC-Medium 2 % (m/V) Pepton 0,5 % (m/V) Hefeextrakt 10 mM  NaCl 2,5 mM  KCl 10 mM  MgCl2 10 mM  MgSO4 20 mM Glucose   
3.11.8  Selektion positiver Klone 
 Die Selektion positiver Klone (Bakterien, die ein Plasmid mit dem zu klonierenden Insert enthalten) erfolgte zunächst durch ein entsprechendes Selektionsmedium für das verwendete Plasmid (vgl. 2.5). Zusätzlich wurden positive Klone mittels Kolonie-PCR und vektor- oder genspezifischen Primern (vgl. 2.3 und 2.4) überprüft und anschließend sequenziert (vgl. 3.12). In einer Kolonie-PCR wurden von den gewachsenen Bakterienkolonien einige Zellen mit einem Zahnstocher abgenommen und direkt in ein PCR-Reaktionsgefäß übertragen. Die Plasmide in den E. coli-Zellen dienten dann in einer PCR als Matrize.   
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3.11.9  Dauerkultur von Bakterien 
 Für die Herstellung von Bakteriendauerkulturen, die über längere Zeit bei -80 °C gelagert werden können, wurden zunächst Übernachtkulturen der entsprechenden Bakterien hergestellt. Dazu wurden 10 ml Medium (E. coli: LB-Medium, A. tumefaciens: YEB-Medium mit 25 µg/ml Rifampicin) mit den nötigen Selektionszusätzen versetzt (vgl. 2.5) und mit wenigen Bakterienzellen inokuliert. Diese Kultur wurde für 14-16 Stunden bei 37 °C (E. coli) bzw. 24-36 Stunden bei 28 °C (A. tumefaciens) unter Schütteln (180 rpm) inkubiert. Von einer solchen Bakterienkultur wurden 900 µl Bakteriensuspension mit 600 µl Glycerin (80%-ig) gemischt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei – 80 °C aufbewahrt.  LB-Medium 1 % (m/V) Pepton 0,5 % (m/V) Hefeextrakt 0,5 % (m/V) NaCl  pH 7   
3.12  DNA-Sequenzierung  Die DNA-Sequenzierung erfolgte entweder mit dem CEQTM 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter GmbH, AG Schmidt) und dem CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (Beckman Coulter GmbH) nach Angaben des Herstellers oder wurde von der Firma StarSEQ® GmbH durchgeführt.   
3.13  Transformation von Arabidopsis thaliana-Pflanzen 
 Die Transformation von A. thaliana-Pflanzen mit dem binären Vektorsystem pGreen und pSoup (Hellens et al. 2000) mit dem A. tumefaciens-Stamm EHA 105 
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(Hood et al. 1993) erfolgte nach der „floral dip“-Methode nach Clough und Bent (1998). Dazu wurden A. thaliana-Pflanzen unter Langtagbedingungen in Erde kultiviert (vgl. 3.1.1), bis sich kräftige Infloreszenzen gebildet hatten. Um die Bildung möglichst vieler Blütenstände anzuregen, wurden die primären Infloreszenzen entfernt. Für die Transformation der Pflanzen wurden die Agrobakterien zunächst in einer 20 ml Übernachtkultur in YEB-Medium mit 25 µg/ml Rifampicin, 10 µg/ml Tetracyclin sowie 50 µg/ml Kanamycin bei 28 °C und 180 rpm kultiviert. Davon wurde eine Hauptkultur (500 ml) im Verhältnis von ca. 1:5 angeimpft und erneut unter o.g. Bedingungen inkubiert, bis eine OD 600 von ca. 0,8 erreicht war. Die Agrobakterien wurden im Folgenden für zehn Minuten bei 3000 x g und 18 °C sedimentiert und in 500 ml einer 5 %-igen Saccharoselösung mit 0,05 % Silwet    L-77 resuspendiert.  In diese Agrobakteriensuspension wurden die Blütenstände für mindestens eine Minute eingetaucht. Anschließend wurden die Pflanzen unter o.g. Bedingungen weiter kultiviert. Die Pflanzen wurden insgesamt vier- bis sechsmal, pro Woche maximal zweimal erneut transformiert. Nach dem letzten Transformationsvorgang wurden die Pflanzen unter o.g. Bedingungen kultiviert, bis die Samenreifung abgeschlossen war. Die Samen wurden geerntet und hinsichtlich erfolgreicher Transformation analysiert           (vgl. 3.14).   
3.14  Selektion von transgenen Arabidopsis thaliana-Pflanzen  Pflanzen, die mit dem Vektor pGreen (Hellens et al. 2000) transformiert wurden, weisen aufgrund der T-DNA-Integration und damit dem Besitz des bar-Gens eine Resistenz gegenüber dem Herbizid BASTA® (chemischer Name: Ammonium- [3-amino-3 carboxy propyl] – methyl-phosphinate, auch: Phosphinothricin) auf.  
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Für die Selektion von transgenen Pflanzen wurden die Samen der transformierten 
A. thaliana-Pflanzen auf Erde kultiviert (vgl. 3.1.1). Nach circa zehn Tagen wurden die Keimlinge mit BASTA® (80 mg/L) besprüht. Dies wurde mehrfach wiederholt, bis alle nicht transformierten Pflanzen abgestorben waren. Die BASTA®-resistenten Pflanzen wurden bis zur Samenbildung unter Langtagbedingungen kultiviert und anschließend die Samen geerntet. Diese Samen wurden für die nachfolgenden Experimente verwendet.  
 
3.15  Selektion homozygoter T-DNA-Insertionslinien  Die über das  Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) bezogenen A. thaliana-Samen für die verschiedenen LTP-T-DNA-Insertionsmutanten (vgl. 2.7.2)  mussten zunächst hinsichtlich der Homozygotie für die jeweilige Insertion untersucht werden.  Die Analyse, ob die T-DNA-Insertion in das entsprechende LTP-Gen bzw. dessen Promotor nur ein Allel (heterozygot) oder beide Allele (homozygot) betrifft, erfolgte mittels PCR mit Oligonukleotiden (vgl. 2.3), die den Bereich der T-DNA-Insertion flankieren. Als Matrize wurde genomische DNA, die aus Blättern isoliert wurde, eingesetzt. Das Prinzip des verwendeten Tests beruht auf der Tatsache, dass die Taq-Polymerase unter den verwendeten Amplifikationsbedingungen   (vgl. 2.4) nur den DNA-Abschnitt ohne das 4,4 kb große T-DNA-Insert amplifizieren kann. Ein fehlendes PCR-Produkt zeigt demnach die Homozygotie für die T-DNA-Insertion an. Um eine fehlerhafte PCR auszuschließen, wurden zwei technische Replikate durchgeführt. Zusätzlich wurden die homozygoten T-DNA-Insertionslinien hinsichtlich der Expression für das Zielgen untersucht (vgl. 3.16.1).     
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3.16  Analyse von LTP-Mutanten-Pflanzen  
3.16.1  Expressionsanalysen in LTP-Mutanten-Pflanzen  In den homozygoten T-DNA-Insertionsmutanten sowie den erzeugten transgenen 
A. thaliana-Pflanzen musste zuerst die Expression des Transgens bzw. die fehlende Expression des Zielgens bestätigt werden. Dies erfolgte mit semiquantitativer RT-PCR (vgl. 3.8). Die dafür verwendeten Oligonukleotide und PCR-Bedingungen sind den Tabellen Tabelle 2-1 und 2-2 zu entnehmen. Da sich die Insertion der T-DNA in ein Gen auf dessen Expression in der gesamten Pflanze auswirkt, wurden für die Analyse der Genexpression in den T-DNA-Insertionsmutanten 14 Tage alte Keimlinge verwendet, die auf MS-Medium unter Langtagbedingungen kultiviert worden waren (vgl. 3.1.2). Für die Analyse der Genexpression in den transgenen A. thaliana-Pflanzen wurden nur die Wurzeln verwendet, da die Expression des jeweiligen LTP-Gens unter der Kontrolle eines wurzelspezifischen Promotors steht. Die dabei verwendeten Pflanzen wurden für 14 Tage auf Erde kultiviert (vgl. 3.1.1). Dabei war es nötig, die Pflanzen nach der Keimung mit BASTA® (80 mg/L) zu besprühen, um nicht transformierte Pflanzen zu eliminieren.    
3.16.2  Physiologische Charakterisierung der LTP-Mutanten-Pflanzen 







3.16.2.1  Analyse des Pflanzenwachstums unter Normalbedingungen und 
unter Salzstress sowie osmotischem Stress  Zur Analyse des Wachstums der LTP-Mutanten-Pflanzen im Vergleich zu                  
A. thaliana Col-0-Wildtyp-Pflanzen unter normalen Wachstumsbedingungen bzw. Salzstress und osmotischem Stress wurden die Pflanzen wie unter 3.1.2 beschrieben auf MS-Medium in Petrischalen kultiviert.  Um Salzstressbedingungen zu erzeugen, wurde dem MS-Medium zusätzlich Natriumchlorid in den Konzentrationen 100 mM, 150 mM und 175 mM zugegeben. Um die Pflanzen unter osmotischen Stressbedingungen zu kultivieren, wurde dem MS-Medium zusätzlich 300 mM sowie 350 mM Mannitol zugegeben. Nach 14 Tagen wurde die Wurzellänge, nach 21 Tagen das Frischgewicht der Pflanzen bestimmt. Für die Bestimmung des Frischgewichtes wurden alle Pflanzen, die in einer Petrischale kultiviert wurden, gemeinsam abgewogen und daraus das Frischgewicht pro Pflanze ermittelt.    
3.16.2.2  Analyse der Seneszenz an abgetrennten Rosettenblättern  
 Die Entwicklung der Seneszenz wurde an Rosettenblättern von circa 30 Tage alten 




3.16.3  Phytopathologische Analysen der LTP-Mutanten-Pflanzen 
 Die phytopathologischen Analysen umfassten die Untersuchungen der Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie sowie die Reaktion auf einige andere ausgewählte Pflanzenpathogene. 
 
3.16.3.1  Analyse der Entwicklung der Kohlhernie  Die Bewertung der Stärke der Infektion bzw. der Krankheits- und Symptomausprägung an mit P. brassicae infizierten Pflanzen (vgl. 3.2.2) erfolgte 26-28 Tage nach Inokulation durch Bonitur (nach Siemens et al. 2002). Dazu wurden die Wurzeln der infizierten sowie der nicht infizierten (Kontroll-)Pflanzen von dem Kultursubstrat befreit und das Vorhandensein bzw. die Ausprägung der Krankheitssymptome bewertet. Dies erfolgte durch eine Einteilung der Symptomausprägung in fünf Klassen, die sich wie folgt beschreiben lassen. Der Klasse 0 werden alle Pflanzen zugeordnet, die keine Infektionssymptome zeigen. Diese Pflanzen werden als nicht infiziert gewertet. Zeigen die Wurzeln nur geringe Verdickungen an Haupt- und/oder Nebenwurzeln und ist die typische Wurzelstruktur noch vorhanden, werden die Pflanzen der Klasse 1 zugeordnet. Ist die Hauptwurzel deutlich verdickt, das Feinwurzelsystem sowie die Seitenwurzeln reduziert, aber noch vorhanden, zum Teil auch verdickt, dann werden diese Pflanzen der Klasse 2 zugeordnet. Charakteristisch für Pflanzen, die der Klasse 3 zugeordnet werden ist eine deutliche Gallenbildung an der Hauptwurzel, häufig auch am Hypokotyl, wobei auch das Wurzelsystem insgesamt stark reduziert ist. Ein Feinwurzelsystem ist nicht mehr vorhanden und noch vorhandene  Nebenwurzeln sind ebenfalls (stark) verdickt. Besteht die Wurzel nur noch aus einer einzigen Galle, werden die Pflanzen der Klasse 4 zugeordnet.  Aus der Anzahl der Pflanzen in den einzelnen Klassen wird der Krankheitsindex nach der folgenden Formel [1] berechnet. Ein hoher Krankheitsindex (90-100) zeigt eine starke Infektion bzw. eine Anfälligkeit der Pflanzen für die Krankheit.  
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Krankheitsindex = (1n1+2n2+3n3+4n4) ∙100 4Nt                                                       [1]  n1 bis n4 ...Anzahl der Pflanzen in den einzelnen Krankheitsklassen Nt ... Anzahl aller getesteten Pflanzen  Neben dem Krankheitsindex werden zur Bewertung der Krankheitsausprägung noch weitere Messgrößen herangezogen. Die Infektionsrate ist das Verhältnis der Anzahl aller infizierten Pflanzen zu der Gesamtzahl der inokulierten Pflanzen. Je geringer die Infektionsrate ist, desto weniger anfällig sind die Pflanzen für eine      
P. brassicae-Infektion. Das Verhältnis des Sprossgewichtes (Frischgewicht) der infizierten Pflanzen zu den nicht infizierten Kontrollpflanzen wird durch den Sprossindex (Si/Sni) beschrieben. Ein hoher, sich an 1 annähernder Sprossindex zeigt eine geringere Anfälligkeit für die Pflanzenkrankheit Kohlhernie.   
3.16.3.2  Infektion von Arabidopsis thaliana mit phytopathogenen 
Bakterien   Für die Infektion von A. thaliana mit Erwinia carotovora wurden abgetrennte Rosettenblätter von 30 Tage alten Pflanzen verwendet, die auf Erde kultiviert wurden (vgl. 3.1.1). Dazu wurden zunächst vier bis fünf Rosettenblätter abgeschnitten und auf feuchtes Filterpapier in einer Plastikpetrischale überführt.  Die Inokulation der Blätter mit E. carotovora erfolgte mit einer Bakteriensuspension in 0,9 %-igem Natriumchlorid. Dafür wurden die Bakterien über Nacht bei 180 rpm kultiviert (Bedingungen vgl. Tabelle 3-2), die resultierende Kultur wurden für zehn Minuten bei 1200 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Bakterienpellet in 0,9 %-igem Natriumchlorid zurückgelöst, so dass eine OD 600 von ~1 entstand. Die Inokulation der Blätter mit dieser Bakteriensuspensionen erfolgte, indem jeweils 5 µl punktuell auf die Blattoberseite aufgetragen wurden.  Anschließend wurden die Blätter bis zum Sichtbarwerden der Symptome in einem Klimaschrank 
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unter Langtagbedingungen kultiviert. Diese Ergebnisse wurde fotografisch dokumentiert. Für die Inokulation von A. thaliana mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 wurden ca. 30 Tage alte Pflanzen verwendet. Die Inokulation der Pflanzen erfolgte durch Besprühen mit einer Bakteriensuspension in 10 mM Magnesiumchlorid. Dafür wurden die Bakterien über Nacht bei 180 rpm kultiviert (Bedingungen vgl. Tabelle 3-2), die resultierende Kultur wurde für zehn Minuten bei 1200 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Bakterienpellet in 10 mM Magnesiumchlorid zurückgelöst, so dass eine OD 600 von ~1 entstand. Nach dem Besprühen wurden die Pflanzen weiter kultiviert, bis Krankheitssymptome sichtbar waren. Diese Ergebnisse wurde fotografisch dokumentiert.  
Tabelle 3-1: Kultivierungsbedingungen für die verwendeten Bakterienstämme Bakterienstamm Medium Kultivierungstemperatur 
Erwinia carotovora Nutrient-Medium 28 °C 
Pseudomonas syringae pv. 
tomato DC3000 Caso-Medium 30 °C  Caso-Medium 1,5 % (w/V) Pepton (aus Casein) 0,5 % (w/V) Soja-Pepton 0,5 % (w/V) NaCl  pH 7,3  Nutrient-Medium 0,5 % (w/V)  Pepton 0,3 % (w/V) Fleischextrakt     
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3.17  Lipidanalytik  
3.17.1  Lipidextraktion aus pflanzlichem Gewebe  Die Extraktion von Lipiden aus pflanzlichen Geweben erfolgte nach einem Protokoll von Matyash et al. (2008). Das Pflanzenmaterial wurde zunächst gemörsert und anschließend mit 15 µl Methanol (100 %, HPLC-Qualität) pro 1 mg Frischgewicht (maximal 2 ml) versetzt.  Danach wurde die Probe nochmals homogenisiert, mit dem 3,3-fachen Volumen MTBE (tertiärer Butylmethylether) versetzt und für eine Stunde bei 10 °C unter ständigem Schütteln inkubiert. Im Folgenden wurde das 0,2-fache Volumen Wasser zugegeben und die Probe erneut für 15 Minuten bei 10 °C unter ständigem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde für eine Minute bei 5000 x g zentrifugiert. Die obere organische Phase wurde in ein Glasgefäß überführt. Die verbliebene untere Phase wurde ein weiteres Mal mit dem 0,2-fachen Volumen MTBE/Methanol/Wasser (10:3:2,5) bei 10 °C und unter ständigem Schütteln für 15 Minuten extrahiert. Anschließend wurde unter den o.g. Bedingungen zentrifugiert. Die beiden organischen Phasen wurden vereinigt und unter einem Stickstoff-Strom getrocknet. Die getrockneten Lipide wurden in einer definierten Menge MTBE/Methanol (10:3) resuspendiert (vgl. Tabelle 3-3). Die aus 10 mg Samen isolierten Lipide wurden in 100 µl MTBE/Methanol (10:3) rückgelöst. Die aus Gallen (30 Tage nach Inokulation) isolierten Lipide wurden in  1 µl MTBE/Methanol (10:3) pro 1 mg Frischgewicht resuspendiert.  
Tabelle 3-2: Übersicht über die Mengen an Ausgangsmaterial, das zur Lipidextraktion eingesetzt 
wurde, sowie Volumen und Auftragsmenge der isolierten Lipide.  
DC=Dünnschichtchromatografie, vgl. 3.17.2 Probenmaterial Eingesetzte Mengen Gesamtvolumen des Lipidextraktes Aufgetragene Menge in der DC Samen  10 mg 100 µl 25 µl Gallen 50 – 400 mg 50 – 400 µl 25 µl Wurzeln 100 – 200 mg 100 – 200 µl 25 µl 
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3.17.2  Analyse der Lipidzusammensetzung mittels 
Dünnschichtchromatografie 
 Mittels Dünnschichtchromatografie wurde die Lipidzusammensetzung analysiert.  Die Trennung der unpolaren Lipide erfolgte für 30 Minuten auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60 F254, Merck KGaA) in dem Laufmittel Hexan/Ethylacetat/Essigsäure (80:20:1).  Um die Vergleichbarkeit der Lipidmuster einzelner Proben untereinander gewährleisten zu können, wurden jeweils die Lipide aus einheitlichen Mengen an Ausgangsmaterial aufgetragen (vgl. Tabelle 3-3). Zur Visualisierung der Lipide wurden die Kieselgelplatten mit 20 %-iger Schwefelsäure besprüht und für 20 Minuten bei 120 °C inkubiert.  
 
 
3.18  Chlorophyllbestimmung 
 Die Extraktion von Chlorophyll aus frischem Pflanzenmaterial erfolgte mit basischem Methanol (100% Methanol, pH 8,5). Dazu wurde das Pflanzenmaterial in einem Mörser mit etwas feinem Seesand gemörsert, anschließend 3 ml basisches Methanol zugegeben und kurz homogenisiert. Von dem entstandenen Homogenat wurden dreimal jeweils 750 µl in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und die Proben für fünf Minuten         bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die resultierenden Überstände wurden photometrisch bei Wellenlängen von 645 nm, 652 nm und 663 nm vermessen.  Für die Berechnung der Chlorophyllmengen (Pigmentkonzentration in mg/l) wurden die folgenden Gleichungen [2], [3] und [4] (Arnon 1949) angewendet. Chlorophyll a [mg/l] = (12,7⋅ E663) – (2,69 ⋅ E645)    [2] Chlorophyll b [mg/l] = (22,9 ⋅ E645) – (4,68 ⋅ E663)   [3] Chlorophyll total [mg/l] = 27,8 ⋅ E652    [4]  
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3.19  Heterologe Expression von LTP-Genen in Escherichia coli 
 Für die Expression einiger LTP-Gene in E. coli wurden die unter 3.11.3 beschriebenen Konstrukte verwendet. Um die für die Genexpression optimalen Induktionsparameter zu ermitteln, wurden jeweils verschiedene E. coli-Stämme sowie unterschiedliche Induktionsbedingungen getestet. Nachfolgend sind die ermittelten optimalen Bedingungen dargestellt.   
3.19.1  Induktion der Genexpression  Für die Expression der LTP-Gene in E. coli SHuffle® T7 Express Zellen (New England Biolabs GmbH) wurden jeweils 200 ml Kulturen verwendet. Dabei wurden die Bakterien zunächst über Nacht (ca. 15 Stunden) in LB-Medium mit den entsprechenden Selektionszusätzen (vgl. 2.5) sowie 2 % Glucose bei 30 °C und   190 rpm kultiviert. Die Bakterien wurden anschließend durch Zentrifugation für zehn Minuten bei 2600 x g sedimentiert, der Überstand verworfen und in frischem LB-Medium mit Selektionszusätzen resuspendiert. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zugabe von 0,4 mM IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) für 3,5 Stunden bei 30 °C. Danach wurde die Bakterienkultur erneut bei o.g. Bedingungen zentrifugiert. Die Bakterien wurden anschließend in 1 ml TB-Puffer gewaschen und das entstandene Bakterienpellet zunächst in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zu Proteinreinigung bei -80 °C gelagert.  TB-Puffer 9,1 mM HEPES 55 mM MgCl2 15 mM CaCl2 250 mM KCL  pH 6,7  
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3.19.2  Proteinreinigung mittels Metallaffinitätschromatografie  Durch die Klonierung der LTP-Gene in den pET32(a+)-Vektor (Merck KGaA) wurden diese mit einem N-terminalen His-Tag fusioniert, wodurch die Proteinreinigung mittels Nickel-Affinitätschromatografie ermöglicht wird. Das aus einer 20 ml E. coli-Kultur resultierende Zellpellet wurde in 1,5 ml Lysispuffer resuspendiert, in flüssigem Stickstoff für 30 Sekunden eingefroren und danach für zehn Minuten bei 37 °C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde durch Vortexen gemischt und noch zwei weitere Male eingefroren und aufgetaut. Anschließend wurde für zehn Minuten bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, welcher das lösliche Gesamtprotein enthält, wurde mit 50 µl Nickel-NTA-Matrix (Ni-NTA His•Bind® Superflow™ Resin, Merck KGaA) gemischt und für 45 Minuten bei Raumtemperatur unter ständigem Mischen inkubiert. Die Nickel-NTA-Matrix wurde vor der Zugabe zu dem Gesamtprotein dreimal mit Lysispuffer gewaschen. Nach der Inkubation mit dem Gesamtprotein wurde die Matrix dreimal mit   Waschpuffer I und einmal mit Waschpuffer II gewaschen.  Die Elution der Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe von 50 µl Elutionspuffer. Es wurde insgesamt dreimal eluiert, wobei alle drei Eluate vereinigt wurden. Für die Reinigung der Proteine mit anschließender Abspaltung des Fusionspartners (vgl. Abbildung 3-2) erfolgte nicht die o.g. Elution, sondern eine Protease-Behandlung. Dazu wurde die Nickel-NTA-Matrix mit dem gebundenen Fusionsprotein in 50 µl 1x Enterokinase-Puffer resuspendiert und 1 Unit Enterokinase (Recombinant Enterokinase, Merck KGaA) zugegeben. Dieser Ansatz wurde bei 21 °C für 30 Minuten inkubiert. Danach wurde die Matrix sedimentiert und der Überstand, der das Protein ohne Fusionsparter enthält, abgenommen. 
 Puffer A 100 mM Tris 2,5 mM NaCl  pH 7,9  
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Lysispuffer Puffer A  1 mg/ml Lysozym 10 mM MgCl2 10 Unit/ml DNaseI 20 mM Imidazol  Waschpuffer I Puffer A  50 mM Imidazol  Waschpuffer II Puffer A  100 mM Imidazol  Elutionspuffer Puffer A  250 mM Imidazol 
 
 
3.19.3  Quantifizierung von Proteinen  Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte entweder mit BCA-Reagenz (Pierce BCA Protein Assay Reagent, Thermo Fisher Scientific Inc.) oder bei Anwesenheit von störenden Komponenten, wie z.B. Imidazol, mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Vergleich mit BSA-Standards unterschiedlicher Konzentration.      
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3.19.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  Die Trennung der Proteine erfolgte in 18 %-igen SDS-Polyacrylamid-Gelen. Das Gießen der Gele sowie die anschließende Gelelektrophorese erfolgten mit dem Mini-PROTEAN® Cell System (Bio-Rad Laboratories GmbH). Die Elektrophorese wurde bei 200 V für ca. 45 Minuten in 1x Elektrophoresepuffer durchgeführt. Alle Proben wurden vor der Elektrophorese mit 3x Auftragspuffer versetzt und für drei Minuten bei 99 °C denaturiert.  3x Auftragspuffer 30 % (V/V) Glycerin 100 mM Tris Base 6,67 % (M/V) SDS 0,3 mg/ml Bromphenolblau 5 % (V/V) β-Mercaptoethanol  pH 6,8  Sammelgel (5 %) 2,51 ml Sammelgelpuffer (500 mM Tris HCl pH 6,8; 0,4 % SDS) 500 µl Acrylamid-Mix (30 %, 29:1) 30 µl  APS (10 %) 3 µl TEMED  Trenngel (18 %) 3,12 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris Base ph 8,8; 0,4 % SDS) 4,8 ml Acrylamid-Mix (30 %, 29:1) 80 µl  APS (10 %) 3,2 µl TEMED     
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10x Elektrophoresepuffer 250 mM Tris Base 1,92 M Glycin 1 % (m/V) SDS   
3.19.5  Coomassie-Färbung  Zur Visualisierung von Proteinen in SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden diese für   45 Minuten unter ständigem Schütteln in Coomassie-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurden die Gele in Coomassie-Entfärbelösung entfärbt, wobei die Entfärbelösung mehrfach gewechselt wurde.  Coomassie-Färbelösung 0,25 % (m/V) Coomassie Brillantblau R250 45 % (V/V) Methanol 10 % (V/V) Essigsäure  Coomassie-Entfärbelösung 45 % (V/V) Methanol 10 % (V/V) Essigsäure   
3.19.6  Trocknen von Polyacrylamid-Gelen  Zum Trocknen von Polyacrylamid-Gelen wurden diese zunächst zusammen mit zwei Lagen Zellglas (deti Einmach-Folie, Deti GmbH) für 15 Minuten in Glycerinlösung äquilibriert. Anschließend wurde das Gel luftblasenfei zwischen die beiden Zellglas-Folien gelegt und auf einer Glasplatte aufgespannt. So fixiert wurde das Gel über Nacht getrocknet.   
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Glycerinlösung 30 % (V/V) Methanol 5 % (V/V) Glycerin   
3.19.7  Western-Blot  Der Proteintransfer aus einem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF-Membran (Roti®-PVDF, Carl Roth GmbH & Co. KG) erfolgte mit dem Trans-Blot SD semi-dry transfer cell System (Bio-Rad Laboratories GmbH). Vor dem Transfer wurde die PVDF-Membran zuerst kurz in Methanol geschwenkt und anschließend zusammen mit dem SDS-Gel sowie zwei Gel-Blot-Papieren (Schleicher & Schuell) in Transferpuffer äquilibriert. Abbildung 3-3 zeigt den Aufbau für den Proteintransfer. Es wurde für 75 Minuten mit 0,8 mA pro cm2 geblottet.  - Kathode -  Gel Blot Papier  SDS-Polyacrylamid Gel PVDF-Membran Gel Blot Papier - Anode - 
   Transferpuffer 48 mM Tris Base 39 mM Glycin 20 % (V/V) Methanol   
Abbildung 3-3: Aufbau für einen Proteintransfer in einem Trans-Blot SD semi-dry transfer cell System 
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3.19.8  Immunodetektion 
 
3.19.8.1  Detektion mittels Anti-His-Antikörper   Für den Nachweis des His-Tags mittels Anti-His-Antikörper (His•Tag® Monoclonal Antibody, produced in mouse, Merck KGaA) wurde die PVDF-Membran nach dem Proteintransfer zunächst für eine Stunde in PBS+T+Milchpulver geblockt. Dieser und alle folgenden Inkubationsschritte erfolgten unter ständigem Schütteln. Anschließend wurde die Membran mit dem primären Antikörper bei 10 °C über Nacht inkubiert. Dazu wurde der Anti-His-Antikörper 1:10000 mit                PBS+T+Milchpulver verdünnt. Danach wurde die Membran dreimal für je zehn Minuten in PBS+T+Milchpulver gewaschen und anschließend mit dem sekundären Antikörper inkubiert. Als sekundärer Antikörper diente der mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-Maus-Antikörper (Goat Anti-Mouse IgG, Alkaline Phosphatase Conjugated, Thermo Fisher Scientific Inc.), der 1:5000 mit PBS+T+Milchpulver verdünnt wurde. Nach einer Inkubationsdauer von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran erneut dreimal für je zehn Minuten in PBS+T+Milchpulver gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation für zweimal zwei Minuten in Assay-Puffer. Danach wurde das Substrat CDP-Star (GE Healthcare Europe GmbH) direkt auf die Membran gegeben und für fünf Minuten inkubiert. Die Membran wurde anschließend in eine Folie eingelegt und darauf in der Dunkelkammer unter Rotlicht ein Röntgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare Europe GmbH) aufgelegt. Dieser wurde anschließend in Entwicklerlösung (TETENAL AG & Co. KG) inkubiert, bis deutliche Signale sichtbar waren. Nach kurzem Spülen in Wasser wurde der Röntgenfilm zur Fixierung für circa zehn Minuten in Fixierlösung (TETENAL AG & Co. KG) inkubiert.  10x Assay-Puffer 200 mM Tris pH 8,9 10 mM MgCl2   
 Methoden 
69  
10x PBS 1,37 M NaCl 27 mM KCl 1 M Na2HPO4 20 mM KH2PO4  pH 7,4  PBS+T 1x PBS 0,05 % (m/V) Tween 20  PBS+T+Milchpulver 1x PBS 0,05 % (m/V) Tween 20 5 % (m/V) Milchpulver   
3.19.8.2  Detektion mittels Anti-Calmodulin-Antikörper 
 Calmodulin wurde mit einem Anti-Calmodulin-Antikörper (Monoclonal Anti-Calmodulin antibody, produced in mouse, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) nachgewiesen. Dafür wurde die PVDF-Membran nach dem Blotten zunächst für dreimal fünf Minuten in Kaliumphosphatpuffer gespült. Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten unter ständigem Schütteln. Anschließend wurde die Membran eine Stunde in 1 M Lysin in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat inkubiert. Danach wurde die Membran zunächst dreimal fünf Minuten in Kaliumphosphatpuffer gespült und in Blocking-Lösung überführt. Nach dem Blocken bei 10 °C über Nacht, wurde die Membran zehn Minuten in Waschpuffer gewaschen und anschließend der Anti-Calmodulin-Antikörper (1:5000, in PBS-BSA) zugegeben und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurde die Membran für dreimal fünf Minuten in Waschpuffer gewaschen und anschließend mit dem sekundären Antikörper für eine Stunde inkubiert. Als sekundärer Antikörper 
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wurde der Anti-Maus-Antikörper, 1:5000 mit Waschpuffer verdünnt, eingesetzt. Danach wurde die Membran dreimal fünf Minuten in Waschpuffer gewaschen und anschließend zweimal zwei Minuten in Assay-Puffer inkubiert. Das Substrat CDP-Star (GE Healthcare Europe GmbH) wurde direkt auf die Membran gegeben und für fünf Minuten inkubiert. Die Signaldetektion in der Dunkelkammer erfolgte wie unter 3.19.8.1 beschrieben.  Kaliumphosphatpuffer 25 mM  KH2PO4/K2HPO4  pH 7  Blocking-Lösung 1 x PBS 5 % (m/V)  BSA (globulinfrei)   PBS-BSA 1 x PBS 1 % (m/V)  BSA (globulinfrei)   Waschpuffer 1 x PBS 0,05 % (V/V)  Tween 20   
3.20  Versuch zur Calmodulin-Bindung  Die Bindung von Calmodulin an Lipid-Transfer-Proteine wurde untersucht, indem das gereinigte Protein (vgl. 3.19.2) mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert (vgl. 3.19.7) und diese mit Calmodulin inkubiert wurde. Der Nachweis der Calmodulin-Bindung erfolgte mit dem Anti-Calmodulin-Antikörper (vgl. 3.19.8.2). 
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Die Membran wurde nach dem Blotten zunächst für zehn Minuten in Kaliumphosphatpuffer (vgl. 3.19.8.2) geschwenkt und anschließend für eine Stunde in PBS-BSA (vgl. 3.19.8.2) geblockt. Danach wurde die Membran 30 Minuten in einer Calmodulin-Lösung bestehend aus 200 ng/ml Calmodulin (Calmodulin, wheat germ, Enzo Life Sciences GmbH) in PBS-BSA (vgl. 3.19.8.2) inkubiert. Anschließend erfolgte die Immunodetektion mit dem Anti-Calmodulin-Antikörper (vgl. 3.19.8.2).   
3.21  Toxizitätstests mit Lipid-Transfer-Proteinen  Für die Toxizitätstests wurden die aus E. coli gereinigten LTP-Fusionsproteine bzw. die durch Enterokinase-Behandlung isolierten Lipid-Transfer-Proteine verwendet (vgl. 3.19.2). Für die Toxizitätstests wurden die folgenden Mikroorganismen verwendet: 
Aspergillus niger, Bipolaris gramineum, Botrytis cinerea, Erwinia carotovora, Mucor 
sp., Phytophtora nicotiana, Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Rhizoctonia 
solani, Sordaria fimicola. Je 1 µl Fusionsprotein oder Protein nach Enterokinase-Behandlung wurde zu einem Inokulum der o.g. Mikroorganismen gegeben und auf Malzagar bei 26 °C kultiviert. Nach 24-48 Stunden wurde das Wachstum analysiert. In einem alternativen Versuchsansatz wurden die Mikroorganismen zunächst auf Malzagar kultiviert, bis sich eine Kolonie von zwei bis drei Zentimeter Durchmesser gebildet hatte. An den Rand dieser Kolonie wurde 1 µl des Proteins appliziert und das Wachstum der Pilzkultur im Folgenden analysiert. Die Quantifizierung und damit eine genaue Angabe der Menge des eingesetzten Proteins war bisher nicht möglich.  Malzagar 3,5 % (m/V) Malzagar 0,5 % (m/V)  Pepton  
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4. Ergebnisse  In einem Microarray-Experiment (Siemens et al. 2006) wurde die Regulation der Genexpression infolge einer P. brassicae-Infektion (Isolat e3, Fähling et al. (2003); Graf et al. (2004)) in A. thaliana untersucht. Dabei wurden einige Gene der Familie der Lipid-Transfer-Proteine als stark reguliert beschrieben (Siemens et al. 2006).   
Tabelle 4-1: Ausgewählte LTP-Gene, die in dieser Arbeit untersucht wurden Die rechte Tabellenspalte zeigt den Locus sowie den „one-channel array element“-Namen für das jeweilige Gen, die Beschreibung und den Gen-Namen. Die Daten sind der „Arabidopsis Information Resource, (TAIR)“, Stand April 2012, entnommen.  Die linke Tabellenspalte zeigt die Regulation der Genexpression infolge einer  





Locus (Array Element Name) Beschreibung Name  
0,21 0,07 AT1G12090 (264371_AT) Extensin-like protein ELP  
0,37 0,1 AT2G18370 (265334_AT) Predicted to encode a PR (pathogenesis-related) protein. Belongs to the lipid transfer protein (PR-14) family   
0,65 103,1 AT1G62510 (265111_AT) Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein   
0,02 445,5 AT2G38540 (266421_AT) Non-specific lipid transfer protein LTP1  
0,31 0,07 AT3G22620 (256937_AT) Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein   
0,65 0,05 AT4G22610 (254326_AT) Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein   
4,47 4,63 AT4G33550 (253344_AT) Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein   
1,18 0,04 AT5G05960 (250764_AT) Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily protein   
1,18 539,2 AT5G59310 (247718_AT) Encodes a member of the lipid transfer protein family LTP4  




Eine detaillierte Analyse der Microarray-Daten ergab, dass fast alle Gene der Lipid-Transfer-Protein-Genfamilie differentiell reguliert sind. Dabei zeigt sich, dass die Genexpression der LTP-Gene zehn Tage nach Inokulation mit P. brassicae überwiegend reprimiert ist, während 23 Tage nach Inokulation die Induktion der LTP-Genexpression überwiegt. In vorliegender Arbeit wurden basierend auf diesen Microarray-Daten die zehn am stärksten regulierten LTP-Gene für weitere Analysen ausgewählt. Tabelle 4-1 listet die entsprechenden LTP-Gene sowie die Regulation der Genexpression während der Infektion mit P. brassicae auf. Die Regulation der Genexpression gilt ab einem Faktor von 2,0 als induziert und bei einem Faktor kleiner oder gleich 0,5 als reprimiert. Für die Gene AT1G12090, AT2G18370 und AT3G22620 zeigt sich eine Repression der Genexpression für beide untersuchten Zeitpunkte. Die Expression der Gene 
AT4G22610 sowie AT5G05960 ist nur 23 Tage nach Inokulation reprimiert.  Die Expression der Gene LTP3, LTP4 sowie AT1G62510 ist 23 Tage nach Inokulation induziert. Eine besondere Regulation der Genexpression weist LTP1 auf. Diese ist zehn Tage nach Inokulation reprimiert, 23 Tage nach Inokulation aber induziert. Das Gen AT4G33550 ist das einzige LTP-Gen welches zu beiden untersuchten Zeitpunkten eine induzierte Genexpression aufweist (vgl. Tabelle 4-1).    
4.1  Regulation der LTP-Genexpression während der Entwicklung 
der Pflanzenkrankheit Kohlhernie  Die bei Siemens et al. (2006) ermittelten Daten ermöglichen nur eine Aussage über die Regulation der LTP-Genexpression zu zwei spezifischen Zeitpunkten (zehn und 23 Tage nach Inokulation) während der Infektion mit P. brassicae.  Um die Regulation der LTP-Genexpression während der gesamten Entwicklung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie zu untersuchen, und damit auch die Bedeutung     der Lipid-Transfer-Proteine, wurden für die ausgewählten LTP-Gene 
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Expressionsanalysen über einen Zeitraum von sieben bis 26 Tage nach Inokulation  mit P. brassicae durchgeführt. Zehn Tage nach Inokulation sind zunächst nur geringe morphologische Veränderungen in der Wurzel erkennbar. Kleine sekundäre Plasmodien sind die typischen Pathogenstrukturen, die zu diesem Zeitpunkt in der Wurzel erkennbar sind (Möckel 2002; Siemens et al. 2006). Circa 14 Tage nach Inokulation sind auch größere, sekundäre Plasmodien in infizierten Wurzeln sichtbar (Möckel 2002). Zu diesem Zeitpunkt setzt auch die Gallentwicklung ein. In der folgenden Zeit kommt es verstärkt zu Hypertrophierungen der Zellen und zur Bildung von Dauersporen. Circa 24 Tage nach der Infektion dominieren hypertrophierte Wurzelzellen, die mit den Dauersporen des Pathogens ausgefüllt sind (Möckel 2002).  Zu diesem Zeitpunkt sind die Gallen deutlich sichtbar. Für die Infektion von A. thaliana-Pflanzen wurden zwei unterschiedliche Sporenisolate von P. brassicae verwendet. Dabei handelt es sich um ein Feldisolat „Fi“ (Puzio et al. 2000) sowie das Einsporisolat „e3“ (Fähling et al. 2003; Graf et al. 2004). Das Feldisolat bewirkt im Vergleich zum Einsporisolat „e3“ eine geringere und zeitlich etwas verzögerte Symptomentwicklung. Die Analyse der LTP-Genexpression erfolgte mittels semiquantitativer Expressionsanalyse. Zur Normalisierung wurde dabei das Gen für den Elongationsfaktor EF1 B gamma (AT1G09640) verwendet. Die Expression dieses Gens ist nicht durch die Infektion mit P. brassicae (Siemens et al. 2006) sowie durch andere biotische und abiotische Stressfaktoren (Genevestigator, Hruz et al. 2008; Winter et al. 2007) reguliert. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 4-1 für die Infektion mit dem     




Abbildung 4-1: Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalyse Die Abbildung zeigt die Regulation der LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, AT5G05960, 




Abbildung 4-2: Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalyse Die Abbildung zeigt die Regulation der LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, AT5G05960, 
AT4G22610, AT3G22620, AT4G33550 und AT1G62510 in den Wurzeln infizierter (I) bzw. nicht inokulierter (K) 
A. thaliana-Pflanzen zu den Zeitpunkten 7, 10, 13, 16, 19, 21, 23 und 26 Tage nach Inokulation mit dem             
P. brassicae-Einsporisolat „e3“. Als Referenzgen wurde der Elongationsfaktor 1 B gamma (AT1G09640) verwendet. Die mit * markierte Bande ist ein unspezifisch gebildetes PCR-Produkt. 
  Durch die Infektion mit dem P. brassicae-Feldisolat wird die Expression der Gene 
AT1G12090, AT2G18370, AT3G22620 sowie AT5G05960 kontinuierlich reprimiert (vgl. Abbildung 4-1). Die Genexpression von LTP1 sowie LTP3 wird ebenfalls überwiegend reprimiert, wobei die Expression von LTP1 26 Tage nach Inokulation und von LTP3 sieben Tage nach Inokulation induziert ist. Die Genexpression von 
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LTP4 und AT4G22610 zeigt keine solche kontinuierliche Regulation. Beide Gene weisen zunächst eine Induktion, später eine Repression in ihrer Expression auf. 
AT4G33550  zeigt als einziges Gen eine Induktion der Expression zu den meisten untersuchten Zeitpunkten (vgl. Abbildung 4-1). Die A. thaliana-Pflanzen, die mit dem Sporenisolat „e3“ infiziert waren, zeigen keine so eindeutige Tendenz in der Regulation der LTP-Genexpression (vgl. Abbildung 4-2). Die Genexpression von 
AT1G12090, AT2G18370, AT3G22620, AT5G05960 sowie LTP1 und LTP3 ist zwar ebenfalls reprimiert, allerdings nicht so durchgängig wie in den mit dem Feldisolat infizierten Pflanzen. Für das Gen AT4G33550 zeigt sich auch bei der Infektion mit „e3“ eine Induktion der Genexpression über mehrere Zeitpunkte (vgl. Abbildungen 4-2 und 4-1).  Insgesamt zeigen die Analysen zur Expression ausgewählter LTP-Gene in                  
A. thaliana-Pflanzen eine deutliche Regulation infolge einer P. brassicae-Infektion, wobei die Repression der Genexpression dominiert. Die Infektion mit dem P. 
brassicae-Feldisolat scheint dabei eine kontinuierlichere Regulation zu bewirken als das P. brassicae-Einsporisolat „e3“.    
4.2   Analyse der LTP-Mutanten-Pflanzen  Die Untersuchungen zur Funktion von Lipid-Transfer-Proteinen in A. thaliana- Pflanzen erfolgten mit Hilfe von T-DNA-Insertionslinien (vgl. 2.7.2 u. 3.15), welche vom European Arabidopsis Stock Centre bezogen wurden, sowie selbst generierten transgenen Pflanzen (vgl. 2.7.3, 3.13 und 3.14).  In den T-DNA-Insertionslinien sollte die Expression eines einzelnen LTP-Gens aufgrund einer T-DNA-Insertion in das entsprechende Gen oder dessen Promotor fehlen oder zumindest reprimiert sein. Die generierten transgenen A. thaliana-Pflanzen sollen ein bestimmtes LTP-Gen wurzelspezifisch entweder überexprimieren oder reprimieren.   
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Tabelle 4-2: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten LTP-Mutanten-Linien                            Gezeigt sind die ausgewählten LTP-Gene, die während der Entwicklung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie differentiell reguliert sind (vgl. 4.1). Rot symbolisiert eine überwiegende Repression und grün eine überwiegende Induktion der Genexpression. In den generierten transgenen Pflanzen soll die pathogenbedingte Regulation der Genexpression umgekehrt werden (pathogen-inverse Steuerung durch Überexpression und Repression). Zusätzlich werden auch T-DNA-Insertionslinien (verringerte LTP-Genexpression) analysiert. 
Gen Pathogen-inverse Steuerung durch 
Verringerte 
LTP-Genexpression 
LTP1 Überexpression ltp1-OX  
LTP3 Überexpression ltp3-OX T-DNA-Insertion ltp3-KO 
LTP4 Überexpression ltp4-OX T-DNA-Insertion ltp4-KO 
AT1G12090 Überexpression at1g12090-OX T-DNA-Insertion at1g12090-KO 
AT2G18370 Überexpression at2g18370-OX T-DNA-Insertion at2g18370-KO 
AT5G05960  T-DNA-Insertion at5g05960-KO 
AT4G22610   
AT3G22620  T-DNA-Insertion at3g22620-KO 
AT4G33550 Repression (antisense) at4g33550-AS  
AT1G62510 Repression (antisense) at1g62510-AS   Die T-DNA-Insertionslinien wurden zunächst mittels PCR auf Homozygotie untersucht (vgl. 3.15, Ergebnisse nicht gezeigt). Für jedes LTP-Gen wurden, wenn möglich, drei homozygote A. thaliana-Linien selektiert und hinsichtlich der LTP-Genexpression untersucht (vgl. 3.16.1 und 4.2.1).  Die generierten transgenen A. thaliana-Linien wurden mittels BASTA® selektiert. Die transgenen Pflanzen wurden zusätzlich mittels PCR auf das Vorhandensein des Transgens untersucht (Ergebnisse nicht gezeigt). Pro Gen wurden, wenn möglich, drei transgene A. thaliana-Linien hinsichtlich der LTP-Genexpression untersucht. Für die in dieser Arbeit durchgeführten Analysen wurde, basierend auf diesen Ergebnissen, jeweils die Linie mit der stärksten Repression oder Überexpression des Zielgens ausgewählt. 
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4.2.1  LTP-Genexpression in LTP-Mutanten  Die Verifizierung der fehlenden (Knock-Out) bzw. verringerten (Knock-Down) LTP-Genexpression in den T-DNA-Insertionsmutanten im Vergleich zu A. thaliana- Wildtyp-Pflanzen erfolgte mittels semiquantitativer Expressionsanalyse (vgl. 3.8) an 14 Tage alten A. thaliana-Keimlingen, die auf MS-Medium kultiviert wurden (vgl. 3.16.1).  Die Ergebnisse der Expressionsanalysen sind in Abbildung 4-3 dargestellt. Gezeigt ist jeweils die Expression des Referenzgens (Elongationsfaktor 1 B gamma, 
AT1G09640) in den T-DNA-Insertionsmutanten und der Wildtyp-Referenz, die Expression des Zielgens in der T-DNA-Insertionsmutante im Vergleich zum Wildtyp sowie die Expression der weiteren LTP-Gene, die in dieser Arbeit ebenfalls untersucht wurden. Für die Gene AT2G18370,  AT5G05960 sowie LTP3 konnte in den entsprechenden T-DNA-Insertionsmutanten keine Expression (Knock-Out) nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4-3). Für die Gene AT1G12090, AT3G22620 sowie LTP4 konnte lediglich eine verringerte Genexpression (Knock-Down) des Zielgens im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp gezeigt werden (vgl. Abbildung 4-3).  Die ermittelten Expressionsdaten zeigen weiterhin, dass der Knock-Out bzw. Knock-Down eines LTP-Gens die Expression anderer LTP-Gene beeinflusst. Die verringerte Expression der Gene LTP4 und AT1G12090 führen überwiegend zu einer Repression der untersuchten LTP-Genexpression (vgl. Abbildung 4-3). Im Gegensatz dazu resultiert der Knock-Out des Gens AT5G05960 überwiegend in einer verstärkten Expression anderer LTP-Gene. Die fehlende Expression des 




Abbildung 4-3: Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalysen zur Verifizierung der LTP-
Genexpression in den T-DNA-Insertionslinien             Die Abbildung zeigt die Expression der LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, AT5G05960, 
AT4G22610,  AT3G22620 sowie AT4G33550 in den T-DNA-Insertionslinien at1g12090-KO, at2g18370-KO, 
at3g22620-KO, at5g05960-KO, ltp3-KO sowie ltp4-KO im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp (WT). Als Referenzgen wurde der Elongationsfaktor 1 B gamma (AT1G09640) verwendet. Die Expression des Zielgens der T-DNA-Insertion in der entsprechenden Mutante ist rot eingerahmt.  
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Abbildung 4-4: Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalysen zur Verifizierung der LTP-Genexpression in den transgenen A. thaliana-Linien                      Die Abbildung zeigt die Expression der LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, AT5G05960, AT4G22610 sowie AT3G22620 in den Linien ltp1-OX, ltp3-OX, ltp4-OX, 
at1g12090-OX, at2g18370-OX, at4g33550-AS sowie at1g62510-AS im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp (WT). Als Referenzgen wurde der Elongationsfaktor 1 B gamma (AT1G09640) sowie Histon H2A (AT1G52740) verwendet. Die Expression des Zielgens in der entsprechenden Mutante ist rot eingerahmt.
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Der Nachweis der verstärkten Expression der Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090 sowie  AT2G18370  bzw. die Expression der Gene AT4G33550 und AT1G92510 in antisense Orientierung (AS) zum Reprimieren der entsprechenden Gene erfolgte ebenfalls mittels semiquantitativer Expressionsanalyse an 14 Tage alten Wurzeln von A. thaliana-Pflanzen, welche in Erde kultiviert wurden (vgl. 3.16.1).  Die Ergebnisse dieser Expressionsanalysen sind in Abbildung 4-4 dargestellt.  Für die Expressionsanalysen in den transgenen A. thaliana-Linien ltp1-OX und 
at2g18370-OX wurde das Gen für den Elongationsfaktor 1B gamma (AT1G09640), in den Linien ltp3-OX, ltp4-OX, at1g12090-OX, at4g33550-AS sowie at1g62510-AS das Histon H2A-Gen (AT1G52740) als Referenzgen verwendet.  Die Ergebnisse der Expressionsanalysen bestätigen, dass die Gene LTP1, LTP3, 
LTP4, AT1G12090 und AT2G18370 im Vergleich zu A. thaliana- Wildtyp-Pflanzen in den transgenen Pflanzen stärker exprimiert werden (vgl. Abbildung 4-4). Infolge der verstärkten Expression der o. g. Gene kommt es in den Transgenen ebenfalls zu Veränderungen bei der Expression anderer LTP-Gene. Die verstärkte Expression von LTP1 bzw. LTP3 führt dabei zu einer Repression der Expression von LTP4 sowie AT5G05960 (ltp1-OX) und AT2G18370 (ltp3-OX). Die transgene Expression von AT1G12090 sowie AT2G18370 führt sowohl zur Induktion als auch Repression der Expression weiterer LTP-Gene (vgl. Abbildung 4-4). Beim Vergleich der Bandenintensitäten für ein und dasselbe Gen in den verschiedenen Wildtyp-Referenzen fallen die unterschiedlichen Amplifikatmengen auf. Dies ist darauf zurückzuführen, dass für die Expressionsanalysen aufgrund unterschiedlicher cDNA-Mengen verschieden viele Zyklen für die Amplifikation in einer PCR verwendet wurden. Demnach sind nicht die Amplifikatmengen alleine sondern nur im Vergleich mit den Amplifikatmengen der Vergleichsprobe aussagekräftig. Für die Linien at4g33550-AS und at1g62510-AS konnte die Repression des Zielgens in den 14 Tage alten Wurzeln aufgrund eines sehr geringen Wildtyp-Expressionslevels nicht nachgewiesen werden.  Um die Funktion der Antisense-Konstrukte zu prüfen und gleichzeitig zu untersuchen, ob der in der Literatur als wurzel- und keimlingsspezifisch beschriebene Promotor Pyk10 (Nitz et al. 2001) auch in Rosettenblättern aktiv ist, 
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wurde die Expression der Transgene in Rosettenblättern von fünf Wochen alten    
A. thaliana-Pflanzen untersucht. In diesem Gewebe werden die Gene AT4G33550 sowie AT1G62510 stärker exprimiert als in 14 Tage alten Wurzeln. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-5 dargestellt und zeigen, dass der Pyk10-Promotor auch in Blättern aktiv ist. Dabei scheint die Expression von LTP1 in den ltp1-OX-Transgenen sowie von AT1G12090 in den at1g12090-OX-Transgenen geringer als in den untersuchten Wurzeln (vgl. Abbildungen 4-4 und 4-5). Im Gegensatz zu den Expressionsdaten aus den Wurzeln der „Antisense-Pflanzen“ (at4g33550-AS und 
at1g62510-AS) zeigt sich in den Blättern eine deutliche Repression der Genexpression (vgl. Abbildung 4-5).  
 
Abbildung 4-5: Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalysen in Rosettenblättern der 
transgenen A. thaliana-Linien im Vergleich zum Wildtyp           Die Abbildung zeigt die Expression der LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, AT4G33550 sowie AT1G62510 (unten) in den Linien ltp1-OX, ltp3-OX, ltp4-OX, at1g12090-OX, at2g18370-OX, at4g33550-AS sowie at1g62510-AS im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp (WT). Als Referenzgen (oben) wurde das Histon H2A-Gen  (AT1G52740) verwendet.   
4.2.2  Physiologische Charakterisierung der LTP-Mutanten-Pflanzen  
4.2.2.1  Wachstum der LTP-Mutanten-Pflanzen  Für die Analyse des Pflanzenwachstums unter Normalbedingungen wurden Pflanzen auf MS-Medium in Petrischalen kultiviert (vgl. 3.1.2) und nach 14 Tagen die Wurzellänge sowie nach 21 Tagen das Frischgewicht bestimmt.  
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Außer der Linie at5g05960-KO weisen die Pflanzen aller untersuchten T-DNA-Insertionslinien signifikant längere Wurzeln im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auf. Besonders deutlich ist dieser Unterschied zwischen Wildtyp-Pflanzen und denen der Linien at1g12090-KO und ltp3-KO (vgl. Abbildung 4-6). Für Pflanzen der Linien at1g12090-KO, at2g18370-KO, at3g22620-KO sowie ltp4-
KO zeigen sich im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen geringfügige Unterschiede im Frischgewicht, wobei lediglich das geringere Frischgewicht der at1g12090-KO-Pflanzen einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen darstellt (vgl. Abbildung 4-6).   
 
 Die transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen weisen hinsichtlich der Wurzellängen ebenfalls Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auf. Während die 
Abbildung 4-6: Darstellung der Wurzellängen (oben) und Frischgewichte (unten)  der T-DNA-
Insertionslinien im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT)                                  Gezeigt sind die Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die Signifikanzen (p≤0,05*, p≤0,01** und p≤0,001***). Die Bestimmung der Wurzellänge erfolgte an 14 Tage alten Pflanzen, das Frischgewicht wurde von 21 Tage alten Pflanzen bestimmt. 
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Pflanzen der Linien ltp1-OX und ltp3-OX ein im Vergleich zum Wildyp signifikant geringeres Wurzelwachstum zeigen, weisen Pflanzen der Linien ltp4-OX, 
at2g18370-OX, at4g33550-AS sowie at1g62510-AS ein signifikant stärkeres Wurzelwachstum auf (vgl. Abbildung 4-7). Bei den Pflanzen der beiden letztgenannten Linien korreliert dies mit einem signifikant höheren Frischgewicht. Im Gegensatz dazu zeigen die Pflanzen der Linien ltp1-OX und ltp3-OX ein verringertes Frischgewicht (vgl. Abbildung 4-7). Zu beachten ist dabei, dass die Pflanzen der Linie EPG, welche sich durch eine Insertion einer „leeren T-DNA“ auszeichnet und als „Vektorkontrolle“ dient, ebenfalls signifikant längere Wurzeln und ein größeres Frischgewicht aufweisen.  
 
    
Abbildung 4-7: Darstellung der Wurzellängen (oben) und Frischgewichte (unten)  der transgenen LTP-
Mutanten-Pflanzen im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT)    Gezeigt sind die Mittelwerte, Standardabweichungen sowie die Signifikanzen (p≤0,05*, p≤0,01** und p≤0,001***). Die Bestimmung der Wurzellänge erfolgte an 14 Tage alten Pflanzen, das Frischgewicht wurde von 21 Tage alten Pflanzen bestimmt. 
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4.2.2.2  Wachstum unter Salzstress bzw. osmotischem Stress  Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass Lipid-Transfer-Proteine bei der Anpassung von Pflanzen an abiotische Stressfaktoren wie Salz- und Trockenstress (vgl. 1.2.2.2) eine Rolle spielen. Die Genexpression der in dieser Arbeit untersuchten LTP-Gene wird laut Datenbankabfrage (Genevestigator, Hruz et al. 2008) durch Salzstress sowie osmotischen Stress induziert. Ausnahmen sind die Gene AT5G05960 sowie 
AT1G12090 (vgl. Abbildung 4-8).  
 
Abbildung 4-8: Ergebnis einer Datenbankabfrage von Genevestigator Meta-Analyzer hinsichtlich der 
Faktoren Salzstress und osmotischer Stress (Stand: Juli 2006)                     Die Abbildung zeigt die Regulation der Genexpression für die Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, 
AT5G05960, AT3G22620, AT4G33550 sowie AT1G62510 infolge einer Stressbehandlung. Die Regulation der Genexpression ist als x-fache Induktion angegeben, wobei grün eine Repression und rot eine Induktion der Genexpression anzeigt.  Salzstress-Bedingungen wurden experimentell simuliert, indem Pflanzen auf Medium mit verschiedenen Konzentrationen Natriumchlorid kultiviert wurden (vgl. 3.16.2.1). Nach 14 Tagen wurde die Wurzellänge sowie nach 21 Tagen das Frischgewicht des gesamten Keimlings ohne Wurzel bestimmt.  Die auf natriumchloridhaltigem Medium kultivierten Pflanzen weisen im Vergleich zu nicht gestressten Pflanzen ein verringertes Frischgewicht sowie kürzere Wurzeln auf. Diese Wachstumsreduktion ist in den folgenden Abbildungen für 
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Pflanzen der T-DNA-Insertionslinien (Abbildungen 4-9 und 4-10) als auch für die transgenen LTP-Mutanten (Abbildungen 4-11 bis 4-13) dargestellt. Die Ergebnisse dieser Wachstumsanalysen zeigen, dass die Pflanzen der Linien ltp3-KO sowie at3g22620-KO unter Salzstressbedingungen besser wachsen als A. thaliana-Wildyp-Pflanzen (vgl. Abbildungen 4-9 und 4-10). Die Pflanzen dieser beiden LTP-Insertionslinien weisen eine im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen geringere Reduktion sowohl der Wurzellänge als auch des Frischgewichtes auf (vgl. Abbildungen 4-9 und 4-10). Obwohl diese Unterschiede statistisch nicht signifikant sind, lassen sich die Ergebnisse für Pflanzen der Linien ltp3-KO sowie 
at3g22620-KO deutlich von denen der anderen LTP-Insertionsmutanten abgrenzen, da nur diese Pflanzen auf allen drei getesteten Natriumchlorid-Konzentrationen sowohl ein stärkeres Wurzelwachstum als auch ein größeres Frischgewicht im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen aufweisen. Pflanzen der Linie 
at1g12090-KO weisen unter Salzstress ein signifikant höheres Frischgewicht und signifikant geringere Wurzellängen auf. Pflanzen der Linien at2g18370-KO, 




Abbildung 4-9: Einfluss von Natriumchlorid (NaCl) auf das Wachstum von A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen 








Abbildung 4-10 (Forts.): Wachstumsreduktion infolge von Salzstress    Dargestellt ist das Wurzelwachstum (links) sowie das Frischgewicht (rechts) der verschiedenen T-DNA-Insertionslinien im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT) infolge von Salzstress (100 mM, 150 mM und 175 mM NaCl). Für die Berechnung des Wurzelwachstums in % sowie für die Angabe des Frischgewichtes in % wurde das Wachstum bzw. das Frischgewicht der ungestressten Pflanzen (0 mM NaCl) als 100 % festgelegt. * für p≤0,05, ** für p≤0,01 und *** für p≤0,001 markieren signifikante Unterschiede. 
 Für die transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen konnten ebenfalls Unterschiede beim Wachstum unter Salzstressbedingungen beobachtet werden. Die entsprechenden Ergebnisse sind in den Abbildungen 4-11 bis 4-13 dargestellt.  Transgene Pflanzen, die eine verringerte Expression des Gens AT4G33550 (at4g33550-AS) bzw. AT1G62510 (at1g62510-AS) aufweisen, zeigen eine größere Wachstumsreduktion unter Salzstressbedingungen als A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (vgl. Abbildungen 4-11 und 4-13). Die Reduktion der Wurzellängen ist bei den beiden höchsten getesteten Natriumchlorid-Konzentrationen signifikant größer als bei Wildtyp-Pflanzen. Die Abnahme des Frischgewichtes infolge des Salzstresses ist bei allen drei getesteten Konzentrationen ebenfalls größer als bei den Wildtyp-Pflanzen. 
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Im Gegensatz dazu können Pflanzen, die entweder das LTP1-Gen (ltp1-OX) oder das LTP3-Gen (ltp3-OX) überexprimieren, unter Salzstressbedingungen besser wachsen als A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen. Diese Mutanten zeigen unter diesen Stressbedingungen sowohl ein signifikant besseres Wurzelwachstum als auch ein z.T. signifikant höheres Frischgewicht im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen (vgl. Abbildungen 4-12 und 4-13).  Pflanzen der Linien ltp4-OX, at2g18370-OX, at1g12090-OX sowie die als Transformationskontrolle verwendete Linie EPG weisen keine so deutlichen Unterschiede im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp auf.  
 
Abbildung 4-11: Einfluss von Natriumchlorid (NaCl) auf das Wachstum von A. thaliana-Wildtyp-
Pflanzen (WT), LTP-Mutanten-Pflanzen mit verringerter LTP-Genexpression sowie der 





Abbildung 4-12: Einfluss von Natriumchlorid (NaCl) auf das Wachstum von A. thaliana-Wildtyp-
Pflanzen sowie LTP-Mutanten-Pflanzen             Die Bilder zeigen 21 Tage alte A. thaliana-Pflanzen, die auf Medium mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen kultiviert wurden. Größenbalken: 1 cm 














Abbildung 4-14: Einfluss von Mannitol auf das Wachstum von A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT) und 








Abbildung 4-15 (Forts.): Wachstumsreduktion infolge von osmotischem Stress                          Dargestellt ist das Wurzelwachstum (links) sowie das Frischgewicht (rechts) der verschiedenen T-DNA-Insertionslinien im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp (WT) infolge von osmotischem Stress (300 mM und   350 mM Mannitol). Für die Berechnung des Wurzelwachstums in % sowie für die Angabe des Frischgewichtes in % wurde das Wachstum bzw. das Frischgewicht der ungestressten Pflanzen (0 mM Mannitol) als 100 % festgelegt. * für p≤0,05, ** für p≤0,01 und *** für p≤0,001 markieren signifikante Unterschiede.   Die transgenen Pflanzen der Linie EPG, welche als interne Vektorkontrolle verwendet wird, zeigten im Experiment eine signifikant stärkere Reduktion des Wurzelwachstums infolge der Mannitolbehandlung (vgl. Abbildungen 4-16 und    4-17). Da dieser Unterschied sehr groß war und sich das Wachstumsverhalten der Wildtyp-Pflanzen sehr stark sowohl von denen der Linie EPG als auch der LTP-Mutanten-Linien unterschied, wurde jeweils die Wachstumsreduktion der LTP-Mutanten-Pflanzen mit denen der Linie EPG verglichen. Dabei zeigen Pflanzen der Linien at4g33550-AS sowie at1g62510-AS ebenfalls eine etwas größere Sensitivität gegenüber osmotischen Stressbedingungen. Statistisch signifikant ist die stärkere Reduktion des Frischgewichtes für Pflanzen der Linie at4g33550-AS sowie die 
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Abbildung 4-16: Einfluss von Mannitol auf das Wachstum von A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT), transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen  sowie Pflanzen der 





Abbildung 4-17: Wachstumsreduktion infolge von osmotischem Stress                                  Dargestellt ist das Wurzelwachstum (links) sowie das Frischgewicht (rechts) der transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen mit verringerter LTP-Genexpression im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp (WT) bzw. der Linie EPG (Vektorkontrolle) infolge von osmotischem Stress.  Für die Berechnung des Wurzelwachstums in % sowie für die Angabe des Frischgewichtes in % wurde das Wachstum bzw. das Frischgewicht der ungestressten Pflanzen (0 mM Mannitol) als 100 % festgelegt.  * für p≤0,05, ** für p≤0,01 und *** für p≤0,001 markieren signifikante Unterschiede.       
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⪦ Abbildung 4-17 (Forts.): Wachstumsreduktion infolge von osmotischem Stress             Dargestellt ist das Wurzelwachstum (links) sowie das Frischgewicht (rechts) der transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen mit erhöhter LTP-Genexpression im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp (WT) bzw. der Linie EPG (Vektorkontrolle) infolge von osmotischem Stress. Für die Berechnung des Wurzelwachstums in % sowie für die Angabe des Frischgewichtes in % wurde das Wachstum bzw. das Frischgewicht der ungestressten Pflanzen (0 mM Mannitol) als 100 % festgelegt.  * für p≤0,05, ** für p≤0,01 und *** für p≤0,001 markieren signifikante Unterschiede. 
 
 
4.2.2.3  Entwicklung der Seneszenz in Rosettenblättern  Den Daten der Genevestigator-Datenbank (Hruz et al. 2008) konnte entnommen werden, dass die Genexpression einiger LTP-Gene während der Seneszenz differentiell reguliert ist (vgl. Abbildung 4-18). Daher wurde untersucht, welchen Einfluss das Ausschalten bzw. eine verstärkte Expression ausgewählter LTP-Gene auf die Entwicklung der Seneszenz von Rosettenblättern hat. Dazu wurden Rosettenblätter in Petrischalen auf feuchtem Filterpapier ausgelegt und entweder mit Licht (16/8 Stunden Hell/Dunkel-Rhythmus) oder ohne Licht inkubiert (vgl. 3.16.2.2). Die Ausprägung der Seneszenz wurde sowohl optisch als auch quantitativ durch eine Bestimmung des Chlorophyllgehaltes beurteilt.  
 
Abbildung 4-18: Ergebnis einer Datenbankabfrage von Genevestigator Meta-Analyzer hinsichtlich des 
Faktors Seneszenz (Stand: Juli 2006)             Die Abbildung zeigt die Regulation der Genexpression für die Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090, AT2G18370, 
AT5G05960, AT3G22620, AT4G33550 sowie AT1G62510 infolge des Faktors Seneszenz. Die Regulation der Genexpression ist als x-fache Induktion angegeben, wobei grün eine Repression und rot eine Induktion der Genexpression anzeigt. 
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Abbildung 4-19 zeigt die Rosettenblätter von Wildtyp-Pflanzen und die der                 T-DNA-Insertionslinien nach neuntägiger Inkubation im Licht. Es ist gut sichtbar, dass die Blätter von Pflanzen der Linien  ltp3-KO, ltp4-KO sowie at3g22620-KO noch deutlich grüner sind als die Blätter der Wildtyp-Pflanzen bzw. der anderen LTP-T-DNA-Insertionslinien. Diese Tendenz wurde in einem zweiten, unabhängigen Experiment bestätigt. Im Gegensatz dazu erscheinen die Blätter der Linien at1g12090-KO, at2g18370-KO sowie at5g05960-KO weniger grün und zeigen damit etwas weiter fortgeschrittene Seneszenz (vgl. Abbildung 4-19). Dieses Ergebnis konnte in einem zweiten, unabhängigen Experiment nicht bestätigt werden.  Die ohne Licht inkubierten Blätter zeigen im Vergleich miteinander keine deutlichen Unterschiede in der Entwicklung der Seneszenz (vgl. Abbildung 4-20 ).  Diese Ergebnisse werden durch die Daten der Chlorophyllbestimmung bestätigt. Die Blätter der Linien ltp3-KO, ltp4-KO und at3g22620 zeigen nach einer mehrtägigen Inkubation im Licht weniger Seneszenzerscheinungen, d.h. besitzen noch mehr Chlorophyll als gleichaltrige Blätter von Wildtyp-Pflanzen (vgl. Abbildung 4-21). Dies konnte auch in einem zweiten, unabhängigen Experiment bestätigt werden. Die im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen etwas beschleunigte Seneszenz von Blättern der Linien at1g12090-KO, at2g18270-KO sowie  
at5g05960-KO konnte durch die Daten der Chlorophyllbestimmung nur für den ersten Versuchsansatz bestätigt werden (vgl. Abbildung 4-21).  Die Experimente mit den Blättern der transgenen LTP-Mutanten-Linien geben Hinweise darauf, dass die verringerte Expression des Gens AT4G33550 sowie die gesteigerte Expression der Gene LTP1, LTP3 und LTP4 die Entwicklung der Seneszenz verzögert (vgl. Abbildung 4-23). Die Blätter der o.g. Linien sind nach mehrtägiger Inkubation im Licht noch grüner als die Blätter der Wildtyp-Pflanzen. Diese Tendenz bestätigte sich auch in einem zweiten, unabhängigen Experiment. Die im Dunklen inkubierten Rosettenblätter zeigen im Vergleich miteinander keine deutlichen Unterschiede (vgl. Abbildung 4-24).  
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Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Seneszenzversuchen mit Rosettenblättern lässt die Vermutung zu, dass LTP1, LTP3, LTP4, AT3G22620 sowie AT4G33550 eine Rolle bei der Entwicklung der Seneszenz spielen.   
 









Abbildung 4-21: Ergebnis der Chlorophyllbestimmung aus seneszenten, mit Licht inkubierten 
Rosettenblättern               Das Diagramm zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei technischen Replikaten.   
 
Abbildung 4-22: Ergebnis der Chlorophyllbestimmung aus seneszenten, ohne Licht inkubierten 





Abbildung 4-23: Entwicklung der Seneszenz in Rosettenblättern                                     Gezeigt sind die Rosettenblätter von Wildtyp-Pflanzen (WT) und denen der transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen nach Inkubation mit Licht. Größenmaßstab: 1 cm 




Abbildung 4-24: Entwicklung der Seneszenz in Rosettenblättern                   Gezeigt sind die Rosettenblätter von Wildtyp-Pflanzen (WT) und denen der transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen nach Inkubation ohne Licht. Größenmaßstab: 1 cm 
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4.2.2.4  Lipidzusammensetzung in Samen von LTP-Mutanten  Die Samen der T-DNA-Insertionsmutanten wurden hinsichtlich des Gehaltes an unpolaren Lipiden untersucht. Dazu wurden aus einer definierten Menge an Samen Lipide extrahiert und mittels Dünnschichtchromatografie analysiert (vgl. 3.17.1 und 3.17.2). Es wurden jeweils die gleichen Mengen Lipidextrakt aufgetragen, so dass die einzelnen Proben untereinander vergleichbar sind.  Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 4-25 dargestellt. Beim Vergleich der Lipidmuster von Wildtyp-Samen mit denen der T-DNA-Insertionslinien ergeben sich Unterschiede für die Samen der Linien at1g12090-KO, at3g22620-KO sowie at5g05960-KO (vgl. Abbildung 4-25). Letztgenannten fehlen zwei Signale,  wobei die mit a markierte Fraktion möglicherweise Triacylglyceride repräsentiert. Das Fehlen dieser beiden Fraktionen in den genannten Linien wurde in zwei unabhängigen Analysen nachgewiesen.  
 
Abbildung 4-25: Ergebnis der Lipidanalyse aus Samen                                Gezeigt ist das Ergebnis einer Dünnschichtchromatografie mit Lipiden, die aus Samen von Wildtyp-Pflanzen (WT) sowie T-DNA-Insertionsmutanten isoliert wurden. Als Standard wurde Triacylglycerol (TAG, 50µg) verwendet.   
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Proteine AT1G12090, AT3G22620 und AT5G05960 in den Lipidtransfer während der Samenbildung involviert sind.  Diese Lipidanalysen wurden nur für die T-DNA-Insertionslinien durchgeführt, da in den transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen das Transgen unter der Kontrolle des wurzelspezifischen Promotors Pyk10 (Nitz et al. 2001) steht, so dass sich die Expression des Transgens nicht auf die Lipidkomposition der Samen auswirken sollte.      
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4.2.3  Phytopathologische Charakterisierung der LTP-Mutanten-
Pflanzen  
4.2.3.1  Die Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie 
 Die charakteristischen Symptome der Pflanzenkrankheit Kohlhernie sind die Bildung von Wurzelgallen sowie Kümmerwuchs und Welke (vgl. 1.1).  Die Bonitur dieser Krankheitssymptome erfolgte 26-28 Tage nach Inokulation mit 
P. brassicae. Dabei wurde die Symptomausprägung an den Wurzeln durch eine Zuordnung der einzelnen Pflanzen in fünf Klassen bewertet (vgl. Abbildung 4-26 und 3.16.3.1). Aus der Anzahl der Pflanzen in den einzelnen Klassen wird der Krankheitsindex berechnet, welcher ein Maß für die Stärke der Infektion darstellt, wobei der Höchstwert 100 entspricht und nur dann erreicht wird, wenn alle Pflanzen der Klasse 4 zugeordnet werden. Je höher der Krankheitsindex ist, desto stärker ist folglich die Infektion.  
 
 
Abbildung 4-26: Symptomausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie                                      Gezeigt sind mit P. brassicae infizierte A. thaliana-Wurzeln, die den Krankheitsklassen null bis vier zugeordnet wurden (vgl. 3.16.3.1). Größenmaßstab: 1 cm  
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Weiterhin wurden die Infektionsrate sowie der Sprossindex bestimmt. Der Sprossindex ist das Verhältnis aus dem Spross-Frischgewicht der infizierten Pflanzen zu nicht infizierten Kontrollpflanzen. Je kleiner der Sprossindex ist, desto größer ist die Wachstumsreduktion infolge der P. brassicae-Infektion. Pro Linie wurden zwei unabhängige biologische Experimente durchgeführt. Dabei wurde in Experiment 1 mit einer höheren Sporendichte inokuliert als bei Experiment 2. Grund dafür ist die Tatsache, dass bei einer starken Symptomausprägung mit hohem Krankheitsindex (>85) geringe Unterschiede, wie beispielsweise eine verringerte oder größere Anfälligkeit, nicht deutlich werden. Eine echte Resistenz gegenüber einer P. brassicae-Infektion zeigt sich, wenn           
A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen einen Krankheitsindex von >85 aufweisen und der Krankheitsindex der untersuchten Mutanten-Pflanzen um mindestens 15 Einheiten geringer ist. Die Ergebnisse zur Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie in A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen und in den LTP-Mutanten-Pflanzen sind in den Abbildungen       4-27 bis 4-30 dargestellt. Die Pflanzen der T-DNA-Insertionslinien weisen bezüglich der Krankheitsausprägung keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen auf. Die Infektionsrate ist sowohl für die Wildtyp-Pflanzen als auch für die T-DNA-Insertionsmutanten gleichbleibend bei ~100 %. Der Vergleich der Krankheitsindizes zeigt ebenfalls keine deutlichen Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen und denen der T-DNA-Insertionslinien (vgl. Abbildungen 4-27 und 4-28). Die Pflanzen der Linien at1g12090-KO sowie ltp4-KO zeigen zwar sowohl einen etwas geringeren Krankheitsindex als auch einen höheren Sprossindex, allerdings sind diese z.T. statistisch signifikanten Unterschiede aufgrund der eher geringen Unterschiede im Krankheitsindex nicht als ein Zeichen verringerter Anfälligkeit zu werten. Ebenso sind die etwas höheren Krankheitsindizes von Pflanzen der Linien 












Abbildung 4-28: Mit P. brassicae infizierte A. thaliana-Pflanzen                                  Gezeigt sind A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT), die nicht infiziert sind (Kontrolle), sowie Wildtyp-Pflanzen bzw. Pflanzen der T-DNA-Insertionslinien 28 Tage nach Inokulation mit P. brassicae (Bild für at2g18370-KO: Diplomarbeit C. Krug, 2007). Die nicht infizierten Kontrollen der T-DNA-Insertionslinien zeigten im Vergleich zu A.thaliana keinen Unterschied in Wachstum und Entwicklung und sind daher nicht dargestellt. Größenmaßstab: 1 cm   Die transgenen Pflanzen der Linien at4g33550-AS bzw. at1g62510-AS weisen eine vom Wildtyp abweichende Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie auf. Obwohl die Infektionsrate bei Wildtyp- und Mutanten-Pflanzen mit ~100 % gleich ist, zeigen sich vor allem beim Krankheitsindex deutliche Unterschiede (vgl. Abbildungen 4-29 und 4-30). Pflanzen der Linie at4g33550-AS zeigen einen statistisch signifikant höheren Krankheitsindex als Wildtyp-Pflanzen sowie einen verringerten Sprossindex, was auf eine etwas größere Anfälligkeit für eine P. brassicae-Infektion hindeutet. Im Gegensatz dazu zeigen die Pflanzen der Linie at1g62510-AS einen geringeren Krankheitsindex als A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen, der allerdings nicht mit einem höheren Sprossindex einhergeht. Der 
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nicht nur statistisch signifikante Unterschied der Krankheitsindizes zwischen Wildtyp-Pflanzen und denen der Linie at1g62510-AS war in mehreren unabhängigen Experimenten zu beobachten und deutet auf eine geringere Anfälligkeit für eine     P. brassicae-Infektion hin.  Die transgenen A. thaliana-Pflanzen der Linien ltp1-OX, ltp3-OX sowie 
at2g18370-OX weisen einen im Vergleich zum Wildtyp deutlich geringeren Krankheitsindex auf, der häufig auch mit einem höheren Sprossindex korreliert (vgl. Abbildungen 4-29 und 4-30). Die statistisch signifikanten Unterschiede im Krankheitsindex deuten darauf hin, dass die verstärkte Expression der Gene LTP1, 
LTP3 sowie AT2G18370 eine geringere Anfälligkeit für eine P. brassicae-Infektion bewirkt. Die verstärkte Expression der Gene AT1G12090 sowie LTP4 scheint keinen Einfluss auf die Entwicklung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie zu haben.  Die Pflanzen der Linie EPG, die als Vektorkontrolle dient, zeigen ebenfalls keine von Wildtyp-Pflanzen abweichende Entwicklung der Pflanzenkrankheit (vgl. Abbildungen 4-29 und 4-30. Die Unterschiede im Krankheitsindex waren nur gering und statistisch nicht signifikant. Die relativ deutlichen Unterschiede im Sprossindex sind wahrscheinlich nicht die Folge einer veränderten Anfälligkeit für 











⪦ Abbildung 4-29 (Forts.): Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie               Dargestellt sind der Krankheitsindex sowie der Sprossindex der transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen mit verstärkter LTP-Genexpression im Vergleich zu A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT). In Experiment 1 wurde mit einer höheren Sporendichte inokuliert als in Experiment 2. Dadurch sollen auch schwächere Effekte im Hinblick auf die Symptomentwicklung deutlich werden. Je höher der Krankheitsindex und je geringer der Sprossindex, desto anfälliger sind die Pflanzen für Pflanzenkrankheit Kohlhernie.  * für p≤0,05, ** für p≤0,01 und *** für p≤0,001 markieren signifikante Unterschiede. 
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Abbildung 4-30: Mit P. brassicae infizierte A. thaliana-Pflanzen                               Gezeigt sind A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT), die nicht infiziert sind (Kontrolle), sowie Wildtyp-Pflanzen bzw. transgene Pflanzen 28 Tage nach Inokulation mit P. brassicae.  Die nicht infizierten Kontrollen der transgenen LTP-Mutanten zeigten im Vergleich zu A. thaliana keinen Unterschied in Wachstum und Entwicklung und sind daher nicht dargestellt. Größenmaßstab: 1 cm
 Ergebnisse 
123  
Da in allen beschriebenen Stadien von P. brassicae große Mengen an Lipiden nachweisbar sind (Ikegami et al. 1978; Williams & McNabola 1967), und eine mögliche Funktion von Lipid-Transfer-Proteinen der Transfer von Lipiden ist (Arondel & Kader 1990; Kader 1996), wurden die an den LTP-Mutanten-Pflanzen gebildeten Gallen hinsichtlich der Lipidzusammensetzung untersucht.      Abbildung 4-31 zeigt das Ergebnis der mittels Dünnschichtchromatografie analysierten unpolaren Lipide. Pro Linie sind jeweils gleiche Lipidmengen aufgetragen, so dass die einzelnen Proben untereinander vergleichbar sind. Im Vergleich zu nicht infizierten Wurzeln weisen infizierte Wurzeln bzw. Gallen einen deutlich veränderten Gehalt an Lipiden auf. Infizierte Wurzeln enthalten insgesamt wesentlich mehr Lipide, vor allem Triacylglyceride (vgl.              Abbildung 4-31). Der Vergleich der Lipidzusammensetzung in den Gallen der T-DNA-Insertionsmutanten sowie der transgenen Pflanzen zeigt allerdings keine eindeutigen Unterschiede zu denen der Wildtyp-Pflanzen. Die Fraktionen a, b und c variieren zwar in den untersuchten T-DNA-Insertionslinien und im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen voneinander (vgl. Abbildung 4-31A), allerdings waren diese Unterschiede nicht reproduzierbar. Sowohl die transgenen Pflanzen, in denen die LTP-Genexpression reprimiert ist, als auch die, in denen ein LTP-Gen überexprimiert wird, zeigen keine Unterschiede bezüglich der Lipidzusammensetzung in Gallen (vgl. Abbildung 4-31B). Die etwas geringeren Mengen an Triacylglyceriden (Fraktion a) der Linien ltp4-OX, 




Abbildung 4-31: Ergebnis der Lipidanalyse aus nicht infizierten Wurzeln und Gallen                   Gezeigt sind die Ergebnisse der dünnschichtchromatografischen Trennung von unpolaren Lipiden aus nicht infizierten A. thaliana-Wildtyp-Wurzeln (WT -W) sowie infizierten Wurzeln bzw. Gallen ( -G) von LTP-T-DNA-Insertionslinien (A) und den transgenen Pflanzen (B). Pro Linie sind jeweils gleiche Lipidmengen aufgetragen, so dass die einzelnen Proben untereinander vergleichbar sind. Als Referenz wurde Triacylglycerol (TAG) verwendet. 
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4.2.3.2 Infektion von Arabidopsis thaliana mit phytopathogenen 
Bakterien 
 Zusätzlich zur Infektion mit P. brassicae wurde untersucht, ob LTP-Mutanten-Pflanzen eine veränderte Reaktion auf die Infektion mit den phytopathogenen Bakterien Erwinia carotovora und Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (im Folgenden mit P. syringae abgekürzt) zeigen.  Für die Infektion mit E. carotovora wurden abgeschnittene Rosettenblätter von     








Abbildung 4-33: Symptomentwicklung infolge einer E. carotovora-Infektion an A. thaliana-Blättern Gezeigt sind Rosettenblätter von A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen und transgenen Pflanzen drei Tage nach Inokulation mit E. carotovora bzw. Kontrollpflanzen, die nur mit Kochsalzlösung behandelt wurden. Größenmaßstab: 1cm 
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Die Inokulation von A. thaliana-Pflanzen mit P. syringae  erfolgte durch Besprühen der Pflanzen mit einer entsprechenden Bakteriensuspension (vgl. 3.16.3.2). Die Infektion durch P. syringae äußert sich in der Bildung heller bis weißer, zunächst kleiner Blattflecken (drei Tage nach Inokulation), die sich mit fortschreitender Zeit vergrößern und sich zu vertrockneten Blattbereichen vergrößern (vgl. Abbildungen 4-34 bis 4-37). Die Krankheitssymptome wurden drei und acht Tage nach Inokulation dokumentiert. Drei Tage nach Inokulation sind sowohl an den Wildtyp-Pflanzen als auch an den T-DNA-Insertionslinien nur sehr wenige Krankheitssymptome erkennbar, wobei sich die Symptomausprägung an den Wildtyp-Pflanzen nicht von der an den Mutanten unterscheidet (vgl. Abbildung 4-34). Acht Tage nach Inokulation sind an allen inokulierten Pflanzen deutliche Krankheitssymptome in Form von Welke und hellen Blattflecken erkennbar. Unterschiede zwischen Wildtyp-Pflanzen und           T-DNA-Insertions-Mutanten waren nicht erkennbar (vgl. Abbildung 4-35). Ebenso zeigen die transgenen Pflanzen, in denen die Expression eines LTP-Gens reprimiert ist (at4g33550-AS, at1g62510-AS) nach acht Tagen deutliche Krankheitssymptome und unterscheiden sich dabei nicht von infizierten Wildtyp-Pflanzen (vgl. Abbildung 4-37). Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die transgenen Pflanzen, in denen ein LTP-Gen überexprimiert wird (ltp1-OX, ltp3-OX,  
ltp4-OX, at1g12090-OX, at2g18370-OX), in der Symptomausprägung recht deutlich von den Wildtyp-Pflanzen: Diese zeigen auch acht Tage nach Inokulation wesentlich weniger Krankheitssymptome als die Wildtyp-Pflanzen (vgl. Abbildung 4-37).        
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Abbildung 4-34: Symptomentwicklung an A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT) und T-DNA-Insertionsmutanten drei Tage nach Inokulation mit P. syringae                   Gezeigt sind A. thaliana-Pflanzen drei Tage nach Inokulation mit P. syringae pv. tomato DC3000 (I) bzw. nicht inokulierte Kontrollpflanzen (K). Größenmaßstab: 1 cm 
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Abbildung 4-35: Symptomentwicklung an A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT) und T-DNA-Insertionsmutanten acht Tage nach Inokulation mit P. syringae           Gezeigt sind A. thaliana-Pflanzen acht Tage nach Inokulation mit P. syringae pv. tomato DC3000 (I) bzw. nicht inokulierte Kontrollpflanzen (K). Größenmaßstab: 1 cm 
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Abbildung 4-36: Symptomentwicklung an A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen (WT) und transgenen LTP-Mutanten-Pflanzen drei Tage nach Inokulation mit P. syringae           Gezeigt sind A. thaliana Pflanzen drei Tage nach Inokulation mit P. syringae pv. tomato DC3000 (I) bzw. nicht inokulierte Kontrollpflanzen (K). Größenmaßstab: 1 cm 
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4.2.4  Molekulare Charakterisierung ausgewählter Lipid-Transfer-
Proteine 
4.2.4.1  Heterologe Expression und Reinigung von Lipid-Transfer-
Proteinen   Für die molekulare Charakterisierung ausgewählter Lipid-Transfer-Proteine wurden die entsprechenden Gene in E. coli exprimiert und die gebildeten Fusionsproteine mittels Metall-Affinitätschromatografie angereichert.   Da Gene, die für Lipid-Transfer-Proteine kodieren, ein N-terminales Signalpeptid besitzen, wurden für die Expression in E. coli die Gene LTP1, LTP3, LTP4, 
AT2G18370, AT4G33550 und AT1G62510 sowohl mit Signalpeptid, als auch ohne dieses in den Vektor pET32(a+) kloniert (vgl. 3.11.3). Das resultierende Konstrukt und damit auch das resultierende Fusionsprotein enthalten einen Thioredoxin-Tag, einen His-Tag sowie die Erkennungssequenzen für die Proteasen Thrombin und Enterokinase (vgl. Abbildung 4-38). Daraus resultieren die in Tabelle 4-3 dargestellten Molekulargewichte für die jeweiligen LTP-Fusionsproteine.  
 
Abbildung 4-38: Struktur der LTP-Fusionsproteine                                Gezeigt sind die einzelnen Komponenten der in E. coli gebildeten LTP-Fusionsproteine. Sie enthalten einen Thioredoxin-Tag sowie einen His-Tag. Diese können durch die Proteasen Thrombin und Enterokinase vom Lipid-Transfer-Protein (LTP) abgespalten werden.  Um die optimalen Bedingungen für die heterologe Expression der LTP-Gene in      
E. coli zu ermitteln, wurden verschiedene Bakterienstämme (vgl. 2.6) sowie 
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verschiedene Induktionsbedingungen (Kultivierungstemperatur, Konzentration des Induktors, Dauer und Temperatur während der Induktion) getestet.  Die Expression der LTP-Gene war ausschließlich mit den E. coli SHuffle® T7 Express Zellen möglich. Dabei zeigt sich, dass die LTP-Gene LTP1, LTP3, LTP4 sowie AT1G62510 mit Signalsequenz zwar in E. coli exprimiert werden, die resultierenden Proteine aber nicht Teil der löslichen Proteinfraktion sind (vgl. Abbildung 4-39). Das AT4G33550-Fusionsprotein wurde nicht in ausreichender Menge gebildet. Abbildung 4-39 zeigt das Gesamtprotein aus E. coli-Kulturen, in denen die Expression der LTP-Gene mit Signalsequenz induziert wurde. Der Aufschluss der Zellen und die Isolation des Gesamtproteins erfolgten dabei unter denaturierenden und unter nativen Bedingungen. Das Resultat zeigt, dass die LTP-Fusionsprotein-Fraktion nur unter denaturierenden Bedingungen isoliert werden kann. Die Größe der gebildeten Fusionsproteine stimmt dabei mit dem errechneten Molekulargewicht überein (vgl. Abbildung 4-39, Tabelle 4-3). Im Gegensatz dazu sind die LTP-Fusionsproteine ohne Signalpeptid auch in der löslichen Proteinfraktion zu finden (vgl. Abbildung 4-40). Eine Ausnahme bilden dabei die Proteine AT4G33550 und AT1G62510. Das Protein AT1G62510 konnte allerdings durch Zusatz von 0,25 % Tween solubilisiert werden (vgl. Abbildung 4-41D). Abbildung 4-40  zeigt das Gesamtprotein aus E. coli-Kulturen, in denen die Expression der LTP-Gene induziert wurde im Vergleich zu Kulturen ohne Induktion der Genexpression. Die Proteinextraktion erfolgte dabei sowohl unter denaturierenden als auch nativen Bedingungen. Im Vergleich zueinander ist eine deutliche Induktion der Genexpression erkennbar. Die Größe der gebildeten Fusionsproteine stimmt dabei ebenfalls mit dem errechneten Molekulargewicht überein. Zum Vergleich wurde außerdem das Gesamtprotein aus E. coli-Kulturen isoliert, die nur den leeren Vektor pET32(a+) enthielten. Auch in diesem Fall zeigt sich eine Induktion der Genexpression. Das entstandene Protein besteht aus den im leeren Vektor enthaltenen Fusionspartnern (vgl. Abbildung 4-38) und stimmt in seiner Größe mit dem errechneten Molekulargewicht überein (vgl. Tabelle 4-3).  
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In Gesamtprotein, welches unter nativen Bedingungen isoliert wurde, fällt eine Bande bei ca. 13 kDa auf (vgl. Abbildungen 4-39 und 4-40). Dabei könnte es sich um degradierte Proteine handeln.  
Tabelle 4-3: In E. coli exprimierte LTP-Gene mit den Molekulargewichten der resultierenden Proteine 
mit und ohne Signalpeptid sowie nach Abspaltung des Fusionspartners mit Enterokinase 
 Molekulargewicht in kDa Fusionsprotein mit Signalpeptid Fusionsprotein ohne Signalpeptid   Nach Enterokinase- Behandlung 
LTP1 29,4   26,9      9,9 
LTP3 29,3   26,9   9,8 
LTP4 29,1   26,5   9,5 
AT2G18370 29,5   26,8  9,8 
AT4G33550 31,9   28,9 11,9 
AT1G62510 33,3   30,5 13,5 pET32(a+) 20,0   
 




Abbildung 4-40: LTP-Genexpression ohne Signalsequenz in E. coli                                  Gezeigt ist ein Coomassie-gefärbtes SDS-Polyacrylamid-Gel mit  Gesamtprotein, welches unter denaturierenden Bedingungen (D) bzw. unter nativen Bedingungen (N) aus E. coli isoliert wurde. Zum Vergleich ist das Gesamtprotein aus nicht induzierten Kulturen (0) gezeigt, welches ebenfalls unter denaturierenden Bedingungen isoliert wurde. Zur Kontrolle wurde auch aus E. coli SHuffle® T7 Express Zellen mit leerem Vektor pET32(a+)-Vektor Protein isoliert. Die markierten Banden (*) repräsentieren das gebildete Fusionsprotein (LTP ohne Signalpeptid). In dem unter nativen Bedingungen isolierten Gesamtprotein zeigt sich eine Bande bei ca. 13 kDa (°), die vermutlich degradierte Proteine repräsentiert. M=Molekulargewichtsstandard  Da die Expression, vor allem aber die Reinigung der LTP-Fusionsproteine mit Signalpeptid unter nativen Bedingungen nicht möglich war, für die weiteren Experimente aber die nativen Proteine verwendet werden sollten, wurde im Folgenden nur mit den LTP-Fusionsproteinen ohne Signalpeptid weitergearbeitet. Die Reinigung der LTP-Fusionsproteine (ohne Signalpeptid) aus dem Gesamtprotein erfolgte über den N-terminalen His-Tag mittels Affinitätschromatografie. Abbildung 4-41 zeigt das Ergebnis einer solchen Reinigung. Dargestellt sind jeweils das Gesamtprotein (A und D), die gereinigten Fusionsproteine (B und E) sowie die vom Fusionspartner mittels Enterokinase abgespaltenen Lipid-Transfer-Proteine (C und F). Als Negativkontrolle wurden Proteine aus E. coli SHuffle® T7 Express Zellen mit leerem pET32(a+)-Vektor sowie aus E. coli SHuffle® T7 Express Zellen gereinigt. Vor allem die Proteine LTP1, LTP3 und LTP4 konnten in großer Menge und Reinheit angereichert werden (vgl. Abbildung 4-41B). Die gereinigten Proteine zeigten in Coomassie-gefärbten SDS-Gelen nur wenige weitere unspezifische Signale. Bei ca. 13 kDa erscheint erneut ein Signal, welches vermutlich degradierte LTP-Fusionsproteine repräsentiert.  
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Nach der Enterokinase-Behandlung sind zwei Produkte nachweisbar. Bei                ca. 10 kDa sind die abgespaltenen Lipid-Transfer-Proteine LTP1, LTP3 und LTP4 sichtbar (vgl. Abbildung 4-41C, Tabelle 4-3). Ein Nachweis, dass es sich dabei um die Lipid-Transfer-Proteine handelt, ist nicht möglich, da der His-Tag, dessen Nachweis möglich wäre, durch die Enterokinase-Behandlung abgespaltet ist (vgl. Abbildung 4-38). Die Bande bei ca. 13 kDa ist  sowohl im Gesamtprotein als auch in gereinigtem Protein enthalten, was vermuten lässt, dass es sich dabei um degradierte Fusionsproteine handelt.   
 
Abbildung 4-41: Reinigung von heterolog exprimierten Lipid-Transfer-Proteinen                       Gezeigt sind Coomassie-gefärbte SDS-Gele mit Gesamtprotein (A, D), gereinigten Proteinen (B, E) sowie die Lipid-Transfer-Proteine ohne Fusionspartner (C, F). Es wurden die Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT2G18370, 
AT4G33550 und AT1G62510 in E. coli SHuffle® T7 Express Zellen exprimiert und die entsprechenden Proteine gereinigt. Zur Kontrolle wurden auch aus leeren E. coli SHuffle® T7 Express Zellen (SHuffle) sowie aus E. coli SHuffle® T7 Express Zellen mit leerem pET32(a+)-Vektor (pET32) die Proteine gereinigt. Die mit * markierten Banden zeigen das Fusionsprotein. Der Pfeil zeigt auf die von den Fusionspartnern abgespaltenen Lipid-Transfer-Proteine (LTP). Die Bande bei ca. 13 kDa zeigt vermutlich degradiertes Fusionsprotein. M=Molekulargewichtsstandard 
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Die Reinigung der Proteine AT2G18370 und AT1G62510 erwies sich als wesentlich schwieriger. Diese Fusionsproteine konnten nur in sehr geringen Mengen isoliert werden (vgl. Abbildung 4-41E). Darüber hinaus enthält das gereinigte Protein zwei dicht beieinander liegende Banden, von denen keine eindeutig als das LTP-Fusionsprotein identifiziert werden kann. Eine effiziente Abspaltung des Fusionspartners war für diese Proteine nicht möglich (vgl. Abbildung 4-41F).   Um nachzuweisen, dass es sich bei dem aus E. coli gereinigten Protein um das LTP-Fusionsprotein handelt, wurde ein Western-Blot und anschließend die Detektion mit einem Anti-His-Antikörper durchgeführt. Für die Proteine LTP1, LTP3 und LTP4 konnten deutliche Signale bei einer Größe von ca. 27 kDa sowohl im Gesamtprotein (A) als auch für das gereinigte Protein (B) detektiert werden (vgl. Abbildung 4-42). Für die Proteine AT2G18370 und AT1G62510 wurden zwei eng beieinander liegende Signale detektiert, wobei nicht klar ist, welches davon das intakte LTP-Fusionsprotein nachweist. Das Fusionsprotein AT4G33550 konnte gar nicht nachgewiesen werden.  
 
Abbildung 4-42: Nachweis des His-Tags in den LTP-Fusionsproteinen                                    Gezeigt ist das Ergebnis einer Immunoblotanalyse mit Anti-His-Antikörpern. Analysiert wurde das Gesamtprotein aus E. coli-Kulturen, die die LTP-Gene exprimieren (A) bzw. die gereinigten LTP-Fusionsproteine (B). Die Signale des His-Tags der LTP-Fusionsproteine sind mit einem * gekenntzeichnet, # kennzeichnet das Protein, welches durch den leeren pET32(a+)-Vektor gebildet wird. Sowohl im Gesamtprotein (A) als auch im angereicherten Protein (B) sind für AT2G18370 sowie AT1G62510 zwei Signale detektierbar. Das Protein AT4G33550 konnte nicht nachgewiesen werden.  
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Abbildung 4-43: Nachweis der Calmodulin-Bindung an Lipid-Transfer-Proteine            Die Abbildung zeigt die mit Ponceau S gefärbten PVDF-Membranen mit den mittels Western Blot transferierten Proteinen (links) sowie das Ergebnis des Immunoblots mit dem Anti-Calmodulin-Antikörper (rechts).  Auf der Membran sind die Lipid-Transfer-Proteine ohne Fusionspartner (Pfeil) zu sehen sowie die vermutlich degradierten und unspezifisch gereinigten  Proteine bei ca. 13 kDa. Die Inkubation der Membran mit Calmodulin erfolgte entweder mit Calcium (A) oder ohne Calcium mit EGTA (B).  Zur Kontrolle wurde auch aus das Protein, welches aus leeren E. coli SHuffle® T7 Express Zellen (SHuffle) sowie aus E. coli SHuffle® T7 Express Zellen mit leerem pET32(a+)-Vektor (pET32) gereinigt wurde, analysiert. 
 
 
4.2.4.3  Untersuchungen zur in vitro Toxizität von Lipid-Transfer-
Proteinen   Für zahlreiche Lipid-Transfer-Proteine wurden in vitro antimikrobielle Eigenschaften nachgewiesen (vgl. Tabelle 1-3). In dieser Arbeit sollten die aus       
E. coli gereinigten Lipid-Transfer-Proteine (vgl. 4.2.4.1) hinsichtlich ihrer 
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antimikrobiellen Aktivität gegenüber verschiedenen Mikroorganismen in vitro untersucht werden (vgl. 3.21). Dazu wurden sowohl die gereinigten Fusionsproteine als auch die vom Fusionspartner abgespaltenen Lipid-Transfer-Proteine (vgl. Abbildung 4-41B, C, E, F) verwendet.  Der Test auf Toxizität erfolgte, indem die Mikroorganismen zusammen mit den gereinigten Proteinen auf Nährmedium inkubiert wurden. Anschließend wurde das Wachstum der Pathogene analysiert.  Für die Toxizitätstests wurden die folgenden Mikroorganismen verwendet:  
Aspergillus niger, Bipolaris gramineum, Botrytis cinerea, Erwinia carotovora, Mucor 
sp., Phytophtora nicotiana, Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Rhizoctonia 




5. Diskussion  
5.1  Allgemeine Vorbetrachtungen  Die wissenschaftliche Arbeit mit dem obligat biotrophen Pathogen Plasmodiophora 




häufig nicht miteinander vergleichbar und können nicht aufeinander bezogen werden. Besonders deutlich werden solche Effekte beispielsweise beim Vergleich des Wachstums von Arabidopsis thaliana-Wildtyp-Pflanzen in verschiedenen Versuchsansätzen. Aber auch in der Ausprägung der Krankheitssymptome der Kohlhernie treten häufig große Unterschiede auf. Diese Effekte werden durch die schwerer zu kontrollierenden Gewächshausbedingungen noch verstärkt.  Die Methode der semiquantitativen Expressionsanalyse ist eine Alternative zur quantitativen Real-Time-PCR. Dabei wird durch Vergleich der Signalstärke der Amplifikate untereinander ermittelt, ob sich die Expression von Genen unterscheidet, wenn die Expression eines Referenzgens gleich ist. Dafür muss die optimale Anzahl der Zyklen für jedes zu untersuchende Gen in jedem Versuch neu ermittelt werden. Dadurch ergeben sich z.T. für dasselbe Gen unterschiedliche Amplifikatmengen, wobei nicht die Amplifikatmenge alleine, sondern nur der Vergleich zur „Referenz“ aussagekräftig ist.   
5.2 Differentielle LTP-Genexpression während der Entwicklung 




„e3“ (Fähling et al. 2003; Graf et al. 2004) bewirkt im Vergleich zu dem verwendeten Feldisolat (Puzio et al. 2000) eine stärkere Symptomausprägung an 
A. thaliana.    
 
Abbildung 5-1: Regulation der LTP-Genexpression während einer P. brassicae-Infektion       Gezeigt ist die Regulation der Genexpression in mit P. brassicae infizierten A. thaliana Wurzeln im Vergleich zu nicht infizierten Wurzeln zu den Zeitpunkten 7, 10, 13, 16, 19, 21, 23 und 26 Tage nach Inokulation mit dem Feldisolat bzw. dem Isolat „e3“. Grundlage für diese Darstellung bilden die Abbildungen 4-1 und 4-2, wobei grün eine Induktion und rot eine Repression der Genexpression symbolisiert.  
 Ein Vergleich der mittels semiquantitativer Expressionsanalyse ermittelten Daten zeigt, dass die Expression der untersuchten LTP-Gene während einer P. brassicae-Infektion differentiell reguliert ist. Dabei überwiegt die Repression der Genexpression (vgl. Abbildung 5-1). Vor allem für die mit dem Feldisolat infizierten Pflanzen zeigt sich eine kontinuierliche Repression der Genexpression über den gesamten analysierten Zeitraum. Auffällig ist, dass die mit dem Einsporisolat „e3“ infizierten Pflanzen diese Repression der Genexpression erst 16 Tage nach Inokulation zeigen. Lediglich für zwei der ausgewählten Gene (AT4G33550 und AT1G62510) konnte eine Induktion der Genexpression für mehrere Zeitpunkte gezeigt werden. Die Expression von PR-Genen, zu denen die LTP-Gene gehören,  ist infolge einer Pathogeninfektion induziert (Sels et al. 2008; Van Loon & Van Strien 1999). Die Repression der LTP-Genexpression infolge einer 




(Panstruga 2003). Die Repression der LTP-Genexpression könnte darauf hindeuten, dass die entsprechenden Proteine eine Rolle bei der Abwehr des ebenfalls obligat biotrophen Pathogens P. brassicae spielen. Im Gegensatz dazu könnten die Proteine, deren Genexpression induziert ist, AT4G33550 sowie 
AT1G626510, möglicherweise in den Lipidtransfer involviert sein und die Bereitstellung von Lipiden für das Pathogen realisieren.  Die durch eine P. brassicae-Infektion reprimierten Gene LTP3, LTP4 und 
AT1G12090 werden auch infolge einer Fusarium oxysporum-Infektion reprimiert (Kidd et al. 2011). Die Expression des Gens AT4G33550 wird sowohl durch eine     
P. brassicae-Infektion als auch durch eine Verticillium longisporum-Infektion (Tappe 2008) induziert. Die Stress und Abwehrhormone Salicylsäure und Jasmonsäure könnten die Regulation der LTP-Genexpression beeinflussen. In mit P. brassicae infizierten       
A. thaliana-Wurzeln konnten erhöhte Mengen an Salicylsäure nachgewiesen werden (Ludwig-Müller & Mithöfer, persönliche Mitteilung). Den Daten des Arabidopsis eFP Browser (Winter et al. 2007) zufolge, ist die Expression der Gene 
LTP4, AT4G33550 sowie AT1G62510 durch Salicylsäure reprimiert, die Genexpression von AT3G2260 induziert. Mit Ausnahme von LTP4 entspricht diese Regulation der Genexpression nicht der für P. brassicae beschriebenen. Methyl-Jasmonat bewirkt laut den Daten des Arabidopsis eFP Browsers (Winter et al. 2007) eine Repression der Genexpression für AT1G12090, AT3G22620, AT5G05960 sowie für AT4G33550. Damit wäre zumindest prinzipiell denkbar, dass durch eine erhöhte endogene Jasmonsäure-Konzentration in infizierten Wurzeln die Expression der Gene AT1G12090, AT3G22620, AT5G05960 reguliert wird. Eine erhöhte Jasmonsäure-Konzentration wurde bisher aber nur für infizierte Brassica 




5.3  LTP-Mutanten zeigen eine veränderte LTP-Genexpression  Für insgesamt sieben LTP-Gene wurden T-DNA-Insertionslinien vom European Arabidopsis Stock Centre bezogen. Für die Gene LTP3, AT2G18370 sowie 
AT5G05960 konnte in den entsprechenden Pflanzen der T-DNA-Insertionslinien keine Expression des Zielgens (Knock-Out) nachgewiesen werden. Für die Gene 
LTP4, AT1G12090 sowie AT3G22620 konnte eine im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen verringerte Expression (Knock-Down) des Zielgens nachgewiesen werden. Zusätzlich zu den T-DNA-Insertionslinien wurden in dieser Arbeit transgene Pflanzen generiert, in denen die Expression der Gene AT4G33550 sowie 





Abbildung 5-2: Regulation der LTP-Genexpression in LTP-Mutanten        Gezeigt ist die Regulation der LTP-Genexpression in den T-DNA-Insertionslinien von 14 Tage alten A. thaliana-Pflanzen (links) und den Wurzeln von 14 Tage alten transgenen Pflanzen (rechts). Grundlage für diese Darstellung bilden die Abbildungen 4-3 und 4-4, wobei grün eine Induktion und rot eine Repression der Genexpression symbolisiert. x markiert das Zielgen.  Dabei ist hervorzuheben, dass der Knock-Down von LTP4 und AT1G12090 sowie der Knock-Out von LTP3 überwiegend eine Repression der Expression der anderen untersuchten LTP-Gene bewirkt, der Knock-Out von AT5G05960 aber zu einer Induktion der Genexpression anderer LTP-Gene führt. In den anderen LTP-Mutanten zeigt sich kein einheitlicher Trend bezüglich der Regulation der LTP-Genexpression. Interessant ist der Zusammenhang, dass der Knock-Out von LTP3 zu einer Induktion der LTP4-Genexpression führt und dass die Überexpression von 








Beobachtungen, dass Lipid-Transfer-Proteine nur in sehr geringen Mengen in Wurzeln vorkommen (Carvalho & Gomes 2007; Kader 1996). In Pflanzen, die das 
LTP1-Gen überexprimieren (ltp1-OX), konnten mittels LC MS-MS LTP1-Peptide in den Wurzeln nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse erlauben zwar keine genaue Quantifizierung, zeigen aber, dass in den entsprechenden Mutanten nicht nur die Expression des LTP1-Gens verstärkt ist, sondern dass diese auch eine erhöhte LTP1-Proteinmenge aufweisen.   
5.4. Funktionelle Charakterisierung der Lipid-Transfer-Proteine  Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente haben gezeigt, dass die untersuchten Lipid-Transfer-Proteine offensichtlich in verschiedene Prozesse in planta involviert sind. Tabelle 5-1 gibt einen Überblick über die Effekte der in dieser Arbeit untersuchten Lipid-Transfer-Proteine, auf die im Folgenden detaillierter eingegangen wird.  




































Salzstress x x    x x x 
Osmotischer Stress  x x    x x 
Seneszenz x x x   x x  
P. brassicae-Infektion x x   x  x x 
E. carotovora-Infektion         
P. syringae-Infektion x x x x x    
Lipid-Zusammensetzung         
Calmodulin-Bindung x x x      




5.4.1 Lipid-Transfer-Proteine beeinflussen das Wachstum von 
Arabidopsis thaliana unter Salzstress und osmotischem Stress  Häufig wird eine Funktion von Lipid-Transfer-Proteinen bei der Anpassung von Pflanzen an abiotische Stressfaktoren diskutiert (vgl. 1.2.2.2). In dieser Arbeit wurde das Wachstum von LTP-Mutanten-Pflanzen unter Salzstress bzw. osmotischen Stressbedingungen untersucht. 
A. thaliana ist ein Salz-sensitiver Organismus (Munns & Tester 2008; Sanders 2000; Zhu 2000) und zeigt infolge von Salzstress eine deutliche Wachstumsreduktion (Munns & Tester 2008; Orsini et al. 2010; Parida & Das 2005). Osmotischer Stress, als eine Folge von Salzstress, hemmt ebenfalls das Pflanzenwachstum (Munns & Tester 2008).  Sowohl die A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen als auch die LTP-Mutanten-Pflanzen zeigen diese Wachstumsreduktion (Wurzellänge, Frischgewicht) infolge der Stressbehandlung. Auch wenn keine echte Toleranz beobachtet werden konnte, so weisen einige LTP-Mutanten ein verändertes Wachstum unter den getesteten Stressbedingungen auf.  Es ist bekannt, dass die Expression der Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT2G18370, 




das komplette Ausfallen der LTP3-Genexpression eine verringerte Sensitivität gegenüber Salzstress zur Folge hat. Die Überexpression der Gene LTP1 und LTP3 bewirkt ebenfalls ein besseres Wachstum unter Salzstressbedingungen.    Ein ähnliches Bild ergibt sich für das Wachstum der LTP-Mutanten im Vergleich zum A. thaliana-Wildtyp unter osmotischem Stress. Mit Ausnahme der Gene AT1G12090 und AT5G05960 ist die Expression der in dieser Arbeit untersuchten LTP-Gene infolge von osmotischem Stress induziert (vgl. Abbildung 4-8) Daher wäre auch hier die Vermutung nahe liegend, dass  eine verringerte Expression der entsprechenden Gene eine größere Sensitivität und eine Überexpression der Gene eine Toleranz  für osmotischen Stress bewirkt. Gemäß diesen Erwartungen zeigen die Pflanzen der Linien at4g33550-AS und at1g62510-




Osmostress beeinflusst. Die Erwartung, dass die Überexpression von Genen, deren Expression durch Salzstress bzw. osmotischen Stress deutlich induziert ist, ein besseres Wachstum unter diesen Stressbedingungen hervorrufen, bestätigt sich nicht in allen Fällen. Dabei darf nicht vernachlässigt werden, dass das veränderte Wachstum unter den getesteten Stressbedingungen nicht nur die Folge der veränderten Genexpression eines LTP-Gens ist, sondern dass auch die Expression anderer LTP-Gene in den LTP-Mutanten verändert sein kann. Das könnte auch der Grund dafür sein, dass sich Knock-Out und Überexpression eines Genes nicht in entgegengesetzten Effekten widerspiegeln. Um genauere Aussage über die Funktion der einzelnen Lipid-Transfer-Proteine zu ermöglichen sollten die bisher durchgeführten Experimente für die LTP-Mutanten mit verändertem Wachstum unter diesen Stressbedingungen wiederholt und vertieft werden. Denkbar wäre beispielsweise, nicht nur das Wachstum, sondern auch verschiedener Phytohormone wie Abscisinsäure, den Ionengehalt und das antioxidative System zu untersuchen.   
5.4.2 Lipid-Transfer-Proteine beeinflussen die Entwicklung der 








Pflanzen verschiedene regulatorische Funktionen haben. Es gibt Hinweise darauf, dass modifizierte Fettsäuren (Keto-, Hydroxy- und Hydroperoxy-Fettsäuren) bei der Entstehung des programmierten Zelltodes im Rahmen der Hypersensitiven Reaktion eine Rolle spielen (Weber 2002).   
5.4.3 Lipid-Transfer-Proteine agieren in der Pflanzenabwehr   Die Gene für Lipid-Transfer-Proteine werden infolge einer P. brassicae-Infektion differentiell reguliert (vgl. Abbildung 5-1). Dies führt zu der Annahme, dass die entsprechenden Proteine bei der Entwicklung der Kohlhernie von Bedeutung sind. Um dies zu untersuchen wurden in dieser Arbeit transgene Pflanzen generiert, in denen die pathogenbedingte Regulation der Genexpression umgekehrt ist. Die Pathogen-inverse Steuerung der Genexpression wurde in den transgenen Pflanzen durch Überexpression bzw. „Silencing“ der differentiell regulierten Gene realisiert. Zusätzlich wurden T-DNA-Insertionslinien untersucht (vgl. Tabelle 4-2). Die verringerte bzw. fehlende Expression der Gene, die während der Kohlhernie in ihrer Expression reprimiert sind,  bewirkt keine Veränderung in der Ausprägung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie. Durch die Pathogen-inverse Steuerung der Genexpression von LTP1, LTP3, AT2G18370 (Überexpression) sowie 




Pflanzen. Damit zeigen die untersuchten Lipid-Transfer-Proteine ein unterschiedliches Wirkungsspektrum gegenüber den untersuchten Pathogenen. Dies ist in Übereinstimmung mit in vitro Untersuchungen zur antimikrobiellen Aktivität von verschiedenen Lipid-Transfer-Proteinen aus unterschiedlichen Pflanzenarten, die belegen, dass Lipid-Transfer-Proteine meist ein breites Wirkungsspektrum haben, aber nicht universell gegen alle Pathogene aktiv sind (Cammue et al. 1995; Terras et al. 1992; Yang et al. 2008). Dass die verstärkte Expression eines LTP-Gens zu einer verringerten Krankheitsausprägung führt, wurde schon für mehrere Beispiele gezeigt (vgl. Tabelle 1.2). Wie genau diese Resistenzen durch Lipid-Transfer-Proteine bewirkt werden, ist sehr spekulativ. Wahrscheinlich weisen nicht alle Lipid-Transfer-Proteine einen einheitlichen bzw. universellen Wirkmechanismus auf. Viele Lipid-Transfer-Proteine zeigen in vitro antimikrobielle Aktivitäten (vgl. Tabelle 1-3), die vermutlich auf eine Permeabilisierung der Zellmembranen zurückzuführen sind (Caaveiro et al. 1997; Crimi et al. 2006; Diz et al. 2011; Regente et al. 2005; Sun et al. 2008). Die Annahme, dass eine durch Lipid-Transfer-Proteine vermittelte Resistenz auf eine direkte antimikrobielle Aktivität zurückzuführen ist, würde auch erklären, warum die Überexpression eines durch P. brassicae reprimierten LTP-Gens (LTP1, LTP3, AT2G18370) eine Resistenz, der Knock-Out aber keine Anfälligkeit für eine Infektion bewirkt. Widersprüchlich scheint dabei zunächst die Tatsache, dass für LTP4 eine antimikrobielle Aktivität gegenüber Clavibacter 




C. annuum bewirkt eine erhöhte Anfälligkeit für Xanthomonas campestris. Wie diese erhöhte Anfälligkeit hervorgerufen wird, ist noch unbekannt. Es wird spekuliert, dass CALTPI und CALTPII bei der Signalbildung im Zusammenhang mit der Systemischen Resistenz eine Rolle spielen (Sarowar et al. 2009).  Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die untersuchten Lipid-Transfer-Proteine eine Rolle bei der pflanzlichen Abwehr spielen. Um die Frage zu klären, welche Aufgabe diesen Proteinen genauer zukommt, wären weiter in die Tiefe gehende Experimente erforderlich (vgl. 6. Ausblick).   
















7.  Zusammenfassung 
 Die durch den obligat biotrophen Protisten Plasmodiophora brassicae hervorgerufene Pflanzenkrankheit Kohlhernie verursacht weltweit hohe ökonomische Verluste. Bis heute gibt es keine effektiven Möglichkeiten, diese Pflanzenkrankheit zu bekämpfen.  Eine Analyse der Genexpression in infizierten Wurzeln im Vergleich zu nicht infizierten Wurzeln ergab, dass die Gene für Lipid-Transfer-Proteine während der gesamten Krankheitsentwicklung differentiell reguliert sind.  Über die Funktionen von Lipid-Transfer-Proteinen in Pflanzen wird noch spekuliert. Diskutiert wird dabei eine Funktion bei der Anpassung an verschiedene abiotische Stressfaktoren, bei der Pathogenabwehr sowie bei dem Transfer von Lipiden. In dieser Arbeit wurden transgene Pflanzen generiert, in denen die pathogenbedingte LTP-Genregulation umgekehrt ist. Es wurden transgene              
A. thaliana Pflanzen erzeugt, die die Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT1G12090 sowie 
AT2G18370 überexprimieren und die Genexpression von AT4G33550 sowie 
AT1G62510 reprimieren. Die Regulation der LTP-Genexpression erfolgte dabei durch den wurzel- und keimlingsspezifischen Promotor Pyk10. Zusätzlich wurden in dieser Arbeit auch T-DNA-Insertionsmutanten für die Gene AT1G12090, 
AT2G18370, AT3G22620, AT5G05960, LTP3 sowie LTP4 untersucht. Mittels semiquantitativer Expressionsanalyse konnte die Modulation der LTP-Genexpression in den LTP-Mutanten bestätigt werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Modulation der Expression eines LTP-Gens auch die Expression anderer LTP-Gene beeinflusst. Die phytopathologischen Analysen der LTP-Mutanten hinsichtlich der Entwicklung der Pflanzenkrankheit Kohlhernie ergab, dass die Überexpression der Gene LTP1, LTP3 sowie AT2G18370 und die Repression der Expression von 




Pseudomonas syringae-Infektion. Die verringerte Expression des Gens AT4G33550 führt hingegen zu einer größeren Anfälligkeit für eine P. brassicae Infektion; die Infektion mit P. syringae wird dadurch aber nicht beeinflusst. Die physiologische Charakterisierung der LTP-Mutanten umfasste die Analyse des Pflanzenwachstums unter Salzstress bzw. osmotischem Stress sowie die Entwicklung der Seneszenz in abgetrennten Rosettenblättern.  Es konnte gezeigt werden, dass die Gene LTP1, LTP3, LTP4, AT4G33550 sowie 
AT1G62510 bei der Anpassung an Salzstress sowie die Gene LTP3, AT3G22620, 
AT4G33550 und AT1G62510 bei der Anpassung an osmotischen Stress eine Rolle spielen. Durch die Modulation der Expression der genannten Gene wird das Wachstum unter diesen Stressbedingungen sowohl positiv als auch negativ beeinflusst.  Die Entwicklung der Seneszenz wird ebenfalls durch eine veränderte LTP-Genexpression (LTP1, LTP3, LTP4, AT3G22620 sowie AT4G33550) beeinflusst.   Für die biochemische Charakterisierung wurden die LTP-Gene aus                 
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 Mittelwerte und Standardabweichungen von Wurzellänge und Frischgewicht der unter Normalbedingungen bzw. unter Salzstress und osmotischem Stress kultivierten A. thaliana-Pflanzen. Die angegebenen Asymptotischen Signifikanzen wurden mit dem Programm SPSS, wie unter 3.22 beschrieben ermittelt.  
     
Wurzellängen nach 14 Tagen Wachstum
Mittelwerte  (in mm) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl
WT 24,96 8,16 4,73 3,35 9,58 4,53 1,68 2,25
at1g12090-KO 34,17 10,20 4,44 3,21 12,12 6,41 1,55 1,44
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,00 0,00 0,00
WT 12,03 9,48 4,82 4,26 4,50 4,48 1,87 1,88
at2g18370-KO 13,45 10,43 5,11 2,13 2,79 2,57 1,89 1,20
Asymptotische Signifikanz 0,03 0,62 0,09 0,00
WT 26,05 10,20 4,81 1,36 11,18 6,65 2,46 0,95
at3g22620-KO 29,69 16,61 8,61 1,96 10,73 6,89 4,07 1,39
Asymptotische Signifikanz 0,04 0,21 0,95 0,07
WT 37,29 17,63 7,64 4,63 9,81 6,74 3,35 2,56
at5g05960-KO 38,11 15,43 8,88 5,14 7,93 6,98 4,23 2,63
Asymptotische Signifikanz 0,54 0,08 0,80 0,86
WT 12,03 9,48 4,82 4,26 4,50 4,48 1,87 1,88
ltp4-KO 14,46 11,33 5,82 4,82 5,15 3,50 3,45 3,02
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,50 0,07 0,03
WT 44,80 24,13 6,71 2,72 12,00 11,89 4,73 1,91
ltp3-KO 51,75 28,26 12,16 15,35 12,39 11,87 5,75 9,53
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,31 0,49 0,06
Frischgewichte nach 21 Tagen Wachstum
Mittelwerte (in mg/1 Pflanze) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl
WT 4,47 1,13 0,82 0,91 1,11 1,13 0,40 0,54
at1g12090-KO 2,93 2,51 0,95 0,73 0,76 0,65 0,39 0,20
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,03 0,00 0,01
WT 3,64 2,57 0,64 0,77 0,92 1,04 0,24 0,40
at2g18370-KO 3,49 2,83 0,85 0,38 0,46 0,77 0,48 0,15
Asymptotische Signifikanz 0,63 0,41 0,25 0,48
WT 3,03 1,89 0,98 0,21 0,86 0,50 0,77 0,20
at3g22620-KO 2,79 2,18 1,81 0,30 0,55 0,28 0,69 0,12
Asymptotische Signifikanz 0,42 0,14 0,01 0,30
WT 15,79 9,00 1,01 0,76 8,18 2,65 0,58 0,45
at5g05960-KO 11,36 9,74 2,21 0,59 3,08 2,70 0,84 0,25
Asymptotische Signifikanz 0,08 0,05 0,02 0,09
WT 3,64 2,57 0,64 0,77 0,92 1,04 0,24 0,40
ltp4-KO 3,81 3,40 1,88 1,22 0,94 1,10 1,13 0,75
Asymptotische Signifikanz 0,65 0,26 0,02 0,47
WT 22,26 17,15 0,00 0,00 11,09 7,32  -  -
ltp3-KO 28,07 25,18 8,03 11,69 12,93 10,12 4,22 7,12






       
Wurzellängen nach 14 Tagen Wachstum
Mittelwerte  (in mm) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl
WT 28,49 11,43 5,74 3,93 12,58 5,23 2,17 1,42
EPG 35,30 14,13 6,00 3,68 10,54 6,46 1,95 1,37
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,09 0,00 0,00
WT 27,81 9,19 4,98 2,00 11,83 5,31 2,20 1,51
ltp1-OX 23,51 11,75 5,94 3,06 12,18 6,53 3,38 1,84
Asymptotische Signifikanz 0,02 0,00 0,01 0,03
WT 27,81 9,19 4,98 2,00 11,83 5,31 2,20 1,51
ltp3-OX 22,33 11,54 6,83 3,41 14,29 7,56 3,60 2,22
Asymptotische Signifikanz 0,01 0,00 0,00 0,01
WT 20,60 11,07 5,77 3,50 7,49 7,11 2,95 1,67
ltp4-OX 28,26 18,88 7,88 4,81 7,51 8,61 3,84 2,16
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,90 0,00 0,00
WT 20,60 11,07 5,77 3,50 7,49 7,11 2,95 1,67
at2g18370-OX 29,06 17,00 4,04 4,87 8,90 9,02 1,93 2,37
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,22 0,00 0,00
WT 28,49 11,43 5,74 3,93 12,58 5,23 2,17 1,42
at1g12090-OX 31,46 13,70 5,57 3,61 12,28 6,15 2,28 1,43
Asymptotische Signifikanz 0,17 0,81 0,12 0,17
WT 28,49 11,43 5,74 3,93 12,58 5,23 2,17 1,42
at4g33550-AS 36,02 14,49 3,94 4,60 10,17 6,30 1,64 1,50
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,06 0,00 0,00
WT 28,49 11,43 5,74 3,93 12,58 5,23 2,17 1,42
at1g62510-AS 35,09 14,08 5,09 4,31 12,22 5,79 1,83 1,70
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,09 0,00 0,01
Frischgewichte nach 21 Tagen Wachstum
Mittelwerte (in mg/1 Pflanze) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl 0 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl 175 mM NaCl
WT 4,51 4,05 1,70 1,13 1,78 1,52 0,23 0,31
EPG 5,34 3,83 2,14 0,89 1,93 1,04 0,35 0,19
Asymptotische Signifikanz 0,29 0,28 0,62 0,18
WT 4,34 2,17 0,79 0,31 1,77 0,77 0,31  -
ltp1-OX 2,63 1,88 1,11 0,54 0,56 0,33 0,31  -
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,02 0,00
WT 4,34 2,17 0,79 0,31 1,77 0,77 0,31  -
ltp3-OX 3,34 2,14 1,23 0,23 0,58 0,71 0,55  -
Asymptotische Signifikanz 0,06 0,11 0,01
WT 6,65 4,17 1,18 0,71 2,28 2,88 0,72  -
ltp4-OX 4,63 5,35 1,57 0,50 1,19 2,45 0,80  -
Asymptotische Signifikanz 0,02 0,03 0,01
WT 6,65 4,17 1,18 0,71 2,28 2,88 0,72  -
at2g18370-OX 4,49 3,10 0,77 1,11 2,07 0,91 0,34  -
Asymptotische Signifikanz 0,04 0,42 0,10
WT 4,51 4,05 1,70 1,13 1,78 1,52 0,23 0,31
at1g12090-OX 5,75 3,99 1,72 1,10 1,39 1,24 0,56 0,32
Asymptotische Signifikanz 0,08 0,15 0,09 0,07
WT 4,51 4,05 1,70 1,13 1,78 1,52 0,23 0,31
at4g33550-AS 6,09 4,43 1,73 1,57 1,96 1,38 0,64 0,57
Asymptotische Signifikanz 0,01 0,23 0,05 0,14
WT 4,51 4,05 1,70 1,13 1,78 1,52 0,23 0,31
at1g62510-AS 7,83 4,03 1,38 1,29 2,92 0,79 0,34 0,54






         
Wurzellängen nach 14 Tagen Wachstum
Mittelwerte  (in mm) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol
WT 11,91 5,63 6,50 5,13 1,11 1,98
at1g12090-KO 12,66 5,68 5,91 3,69 1,38 2,18
Asymptotische Signifikanz 0,79 0,49
WT 11,91 5,63 6,50 5,13 1,11 1,98
at2g18370-KO 10,43 4,75 6,00 2,76 0,50 1,41
Asymptotische Signifikanz 0,68 0,61
WT 26,05 10,69 7,35 11,18 3,99 2,98
at3g22620-KO 29,65 11,63 7,94 11,09 3,41 2,84
Asymptotische Signifikanz 0,22 0,16
WT 11,91 5,63 6,50 5,13 1,11 1,98
at5g05960-KO 15,77 5,35 7,21 6,12 1,28 2,33
Asymptotische Signifikanz 0,01 0,06
WT 11,91 5,63 6,50 5,13 1,11 1,98
ltp4-KO 11,65 4,50 4,19 4,34 1,42 1,90
Asymptotische Signifikanz 0,60 0,23
WT 40,34 12,58 6,25 11,10 3,81 3,56
ltp3-KO 42,24 12,46 10,05 7,52 5,44 4,97
Asymptotische Signifikanz 0,23 0,28
Frischgewichte nach 21 Tagen Wachstum
Mittelwerte (in mg/1 Pflanze) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol
WT 4,67 1,56 0,98 1,98 0,62 0,43
at1g12090-KO 3,84 2,18 1,06 0,83 0,95 0,44
Asymptotische Signifikanz 0,20 0,36
WT 4,67 1,56 0,98 1,98 0,62 0,43
at2g18370-KO 8,47 1,62 0,82 5,40 0,84 0,27
Asymptotische Signifikanz 0,23 0,22
WT 3,03 0,64 0,23 0,86 0,23 0,10
at3g22620-KO 2,79 0,73 0,33 0,55 0,13 0,05
Asymptotische Signifikanz 0,30 0,29
WT 4,67 1,56 0,98 1,98 0,62 0,43
at5g05960-KO 3,61 1,30 1,09 0,27 0,44 0,19
Asymptotische Signifikanz 0,39 0,21
WT 4,67 1,56 0,98 1,98 0,62 0,43
ltp4-KO 5,78 1,77 0,77 2,92 0,47 0,16
Asymptotische Signifikanz 0,52 0,32
WT 11,05 2,39 0,87 3,42 1,00 0,98
ltp3-KO 9,61 2,53 1,47 4,99 1,45 1,35






        
Wurzellängen nach 14 Tagen Wachstum
Mittelwerte  (in mm) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol
WT 11,91 5,63 6,50 5,13 1,11 1,98
EPG 20,50 5,66 7,31 6,37 1,37 2,05
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,00
ltp1-OX 20,25 6,66 6,24 8,35 3,40 2,83
Asymptotische Signifikanz* 0,54 0,54
ltp3-OX 21,92 5,81 7,58 6,53 1,20 2,21
Asymptotische Signifikanz* 0,47 0,47
ltp4-OX 25,00 6,10 7,88 8,42 2,73 4,56
Asymptotische Signifikanz* 0,05 0,13
at2g18370-OX 23,54 6,79 8,05 9,54 2,43 2,14
Asymptotische Signifikanz* 0,39 0,34
at1g12090-OX 23,71 6,47 7,03 11,60 2,06 3,05
Asymptotische Signifikanz* 0,22 0,12
at4g33550-AS 24,33 6,28 7,58 6,78 2,24 2,54
Asymptotische Signifikanz* 0,11 0,09
at1g62510-AS 24,92 5,23 6,62 8,28 2,60 2,11
Asymptotische Signifikanz* 0,02 0,01
Frischgewichte nach 21 Tagen Wachstum
Mittelwerte (in mg/1 Pflanze) Standardabweichung vom Mittelwert
Genotyp 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol 0 mM Mannitol 300 mM Mannitol 350 mM Mannitol
WT 4,67 1,56 0,98 1,98 0,62 0,43
EPG 5,13 1,32 1,21 1,00 0,62 0,30
Asymptotische Signifikanz 0,52 0,83
ltp1-OX 6,45 1,03 0,70 1,71 0,42 0,37
Asymptotische Signifikanz* 0,09 0,07
ltp3-OX 10,39 1,96 0,91 2,00 0,51 0,31
Asymptotische Signifikanz* 0,00 0,00
ltp4-OX 8,34 0,70 0,70 3,10 0,51 0,20
Asymptotische Signifikanz* 0,02 0,02
at2g18370-OX 6,11 1,31 1,27 1,29 0,32 0,32
Asymptotische Signifikanz* 0,21 0,24
at1g12090-OX 5,93 2,16 1,22 2,21 1,04 0,36
Asymptotische Signifikanz* 0,98 0,48
at4g33550-AS 9,01 1,40 1,48 1,89 0,55 0,54
Asymptotische Signifikanz* 0,00 0,00
at1g62510-AS 6,07 0,94 1,50 2,46 0,73 0,67
Asymptotische Signifikanz* 0,32 0,63





Krankheitsindex und Sprossindex sowie die mittels SPSS ermittelten Signifikanzen (Asymptotische Signifikanz) der mit P. brassicae infizierten A. thaliana-Pflanzen 
  
Krankheitsindex Sprossindex
Genotyp Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2
 WT 75,64 73,89 0,51 0,63
at1g12090-KO 69,05 70,74 0,76 0,87
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,60
WT 87,20 74,30 0,48 0,69
at2g18370-KO 88,60 79,10 0,68 0,90
Asymptotische Signifikanz 0,86 0,05
WT 91,87 88,65 0,26 0,50
at3g22620-KO 93,87 95,69 0,25 0,17
Asymptotische Signifikanz 0,31 0,00
WT 95,83 59,43 0,25 0,63
at5g05960-KO 96,67 55,93 0,29 1,12
Asymptotische Signifikanz 0,44 0,25
WT 84,10 67,70 0,41 0,86
ltp3-KO 78,90 67,40 0,66 0,85
Asymptotische Signifikanz 0,02 0,68
WT 87,92 46,30 0,29 1,06
ltp4-KO 84,44 37,69 0,44 1,07
Asymptotische Signifikanz 0,25 0,01
Krankheitsindex Sprossindex
Genotyp Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2
 WT 91,00 89,00 0,43 0,27
ltp1-OX 79,00 80,00 0,46 0,40
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,00
WT 81,30 51,19 0,61 1,62
ltp3-OX 71,99 39,82 0,71 0,73
Asymptotische Signifikanz 0,00
WT 81,30 51,19 0,61 1,62
ltp4-OX 72,10 54,45 0,63 1,11
Asymptotische Signifikanz 0,00 0,68
WT 93,49 68,38 0,31 0,82
at1g12090-OX 93,42 68,70 0,14 0,51
Asymptotische Signifikanz 0,74 0,96
WT 88,72 77,30 0,22 0,49
at2g18370-OX 83,50 54,50 0,06 0,95
Asymptotische Signifikanz 0,05 0,00
WT 86,07 80,31 0,11 0,25
at4g33550-AS 92,13 89,40 0,11 0,06
Asymptotische Signifikanz 0,02 0,00
 WT 87,69 67,46 0,35 0,66
at1g62510-AS 84,23 37,23 0,33 0,63
Asymptotische Signifikanz 0,12 0,00
WT 68,38 67,46 0,82 0,66
EPG 72,65 70,46 0,50 0,59
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Abbildung 4-34: Symptomentwicklung an A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen  und T-DNA-Insertionsmutanten drei Tage nach Inokulation mit  
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